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1 Einleitung 
Seit etwa zwei Jahrzehnten sind embryonale Stammzellen (ES-Zellen) Gegenstand 
der Forschung in der modernen Biologie und Medizin. Zwei einzigartige 
Eigenschaften unterscheiden embryonale Stammzellen von allen anderen bislang 
identifizierten organspezifischen Stammzellen. Erstens können sie als reine 
Population undifferenzierter Zellen über lange Zeiträume in Kultur gehalten und 
expandiert werden. Im Gegensatz zu Tumorzelllinien behalten sie auch in hohen 
Passagenzahlen einen normalen Karyotyp. Zweitens sind sie pluripotent und 
verfügen über die Möglichkeit sich in jeden Zelltyp des Körpers zu entwickeln. Murine 
embryonale Stammzellen lassen sich relativ leicht modifizieren und geben, z.B. über 
die Generierung transgener Mäuse, Aufschluss über die Rolle einzelner Gene in 
vivo. Anhand von in vitro Untersuchungen lassen sich Fragestellungen beantworten, 
die in vivo nur sehr schwer zu erfassen sind, vor allem im Bereich der 
Embryonalentwicklung und den frühesten Stadien der Regulation von 
Zelldifferenzierung. Makrophagen, Zellen des Immunsystems, die bei 
Entzündungsreaktionen eine maßgebliche Rolle spielen, werden in dieser Arbeit aus 
embryonalen Stammzellen differenziert. Neben der Beantwortung grundlegender 
Fragen der Makrophagendifferenzierung, könnten sich aus dem Ansatz 
Testverfahren entwickeln lassen, die beispielsweise das entzündliche Potential von 
Substanzen und Materialien erfassen. 
 
1.1 Makrophagen 
Makrophagen sind Zellen, die dem mononukleären phagozytierenden System 
angehören und eine Vielzahl von Funktionen erfüllen. Sie sind in allen Geweben zu 
finden und in der Lage sowohl körpereigene als auch körperfremde Zellen, Partikel, 
Viren und Bakterien zu erkennen und zu vernichten. Ebenso sind sie durch Sekretion 
unterschiedlicher Botenstoffe an der Steuerung des Immunsystems maßgeblich 
beteiligt (Gordon, 1998). Das mononukleäre phagozytierende System ist definiert als 
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Zellen, die sich über hämatopoetische Vorläufer aus dem Knochenmark zu 
Monoblasten, Promonozyten und Monozyten differenzieren (van Furth et al., 1972). 
Vom Knochenmark aus werden die Monozyten in das Blut abgegeben. Nach einer 
Zirkulationszeit von bis zu 24 Stunden migrieren sie über Adhärenz an 
Endothelzellen in das Gewebe. Dort reifen sie zu ruhenden oder aktivierten 
Gewebsmakrophagen. 
 
1.1.1 Der klassische Weg der Makrophagendifferenzierung 
Makrophagen differenzieren sich klassischer Weise aus Monozyten und deren 
Vorläufer im Knochenmark. Die Abbildung 1.1 zeigt den Weg der Differenzierung 
genauer auf. Aus der langlebigen hämatopoetischen Stammzelle geht die kurzlebige 
hämatopoetische Stammzelle hervor. Je nachdem welche Transkriptionsfaktoren nun 
aktiv sind, kann sich die kurzlebige Stammzelle in eine lymphoide oder eine myeloide 
Vorläuferzelle differenzieren. Aus der lymphoiden Vorläuferzelle gehen über weitere 
Differenzierungsschritte letztlich T- und B-Lymphozyten hervor. Die myeloide 
Vorläuferzelle kann sich, abhängig von der Expression der entsprechenden 
Transkriptionsfaktoren, entweder zur Megakaryozyten-/Erythrozytenvorläuferzelle 
differenzieren, aus welcher sich Megakaryozyten oder Erythrozyten entwickeln 
können oder zur Granulozyten-/Makrophagenvorläuferzelle, aus der sich 
Granulozyten und Makrophagen entwickeln können (Akahashi et al., 2000). Die 
Differenzierung zu Makrophagen erfolgt über die Zwischenstufen 
Makrophagenvorläuferzelle (Monoblast), Promonozyt und Monozyt.  
 
 Einleitung 
Abb.: 1.1  Überblick über die Differenzierung von hämatopoetischen St
im Knochenmark zu Makrophagen 
 
1.1.2 Knochenmark unabhängige Makrophagendifferenz
Es gibt Makrophagen, die nicht aus dem Knochenmark stamme
Embryonalentwicklung von Mäusen treten ab Tag 7,5 Hämangioblasten (
in dem sich entwickelnden Dottersack auf. Aus diesen Zellen entwickeln s
Bildung der fötalen Leber primitive Erythrozyten und Angioblasten (Kov
1967). Parallel dazu können Makrophagen identifiziert werden, bevor Mo
Embryo auftreten (Cline und Moore, 1972; Naito et al., 1989). Es ents
Makrophagen aus fötalen Vorläuferzellen, ohne dass die Differenzierung
Knochenmark verläuft, da dieses erst zu einem späteren Zeit
Embryonalentwicklung gebildet wird. Um die Vorgänge in der em
Entwicklung besser zu verstehen, wurden in vitro-Modelle der Hämatopoe
(Inamdar et al., 1997; Schmitt, Bruyns und Snodgrass, 1991; Keller et al., 1
al., 2001). Dazu eignen sich embryonale Stammzellen, da sie über 
Differenzierungspotential verfügen und sich leicht vermehren lassen.  
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1.2 Embryonale Stammzellen 
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind pluripotente primitive Zellen, die aus der 
inneren Zellmasse einer 3,5 Tage alten Blastozyste stammen (Martin, 1981). Murine 
ES-Zellen verbleiben über zahlreiche Passagen in ihrem undifferenzierten, 
pluripotenten Zustand, wenn sie wahlweise auf „feeder“-Zellen oder unter Zugabe 
von „leukemia inhibitory factor“ (LIF) kultiviert werden. LIF inhibiert die 
Differenzierung von ES-Zellen (Smith et al., 1988). Als „feeder“-Zellen werden in 
diesem Fall Zellen bezeichnet, die in der Lage sind LIF zu produzieren und in das 
umgebende Medium zu sezernieren. Dafür eigenen sich beispielsweise primäre 
embryonale Fibroblasten (Williams et al., 1988).  
Embryonale Stammzellen zeichnen sich besonders durch folgende Charakteristika 
aus: Zum einen lassen sie sich in eine 3,5 Tage alte Blastozyste zurück injizieren 
und werden dort in die innere Zellmasse inkorporiert. Wird diese Blastozyste in eine 
scheinschwangere Maus transplantiert, entwickelt sich daraus ein Embryo und somit 
eine chimäre Maus. Das bedeutet, dass ein Teil der Zellen des Tieres aus den 
injizierten ES-Zellen stammt und ein Teil aus den Zellen der Blastozyste, in welche 
die ES-Zellen injiziert wurden. Das zweite Charakteristikum von ES-Zellen ist, dass 
sie in der Lage sind, spontan in verschiedenste Zellarten zu differenzieren, sofern die 
Inhibition durch LIF aufgehoben ist (Doetschman et al., 1985).  
Es haben sich drei Hauptansätze zur Differenzierung von ES-Zellen etabliert: Im 
ersten Ansatz bekommen die ES-Zellen die Möglichkeit Aggregate zu bilden, also 
dreidimensionale Kolonien, die als „embryoid bodies“ bezeichnet werden (Keller, 
1995; Evans und Kaufman, 1981). Diese entstehen in Methylzellulose oder so 
genannten „hanging drops“ (Metzger et al., 1995; Kolossov et al., 1998). Der zweite 
Ansatz beruht darauf, die ES-Zellen auf Stromazellen zu kultivieren, wobei die 
Differenzierung in Kontakt mit den Stromazellen stattfindet. Die dafür am häufigsten 
verwendete Stromazelllinie ist OP9 (Nakano et al., 1994), die ursprünglich aus M-
CSF („macrophage colony stimulating factor“, auch als Csf1 bezeichnet) defizienten 
op/op Mäusen isoliert wurde (Yoshida et al., 1990). Im dritten Ansatz werden ES-
Zellen als Monolayer auf Extrazellulärmatrix-Proteinen differenziert (Nishikawa et al., 
1998). 
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Basierend auf diesen Kenntnissen ergeben sich folgende Fragestellungen:  
1.) Welche Vorgänge finden bei der Differenzierung von embryonalen 
Stammzellen zu Makrophagen statt?  
2.) Welche Einflüsse haben die Zytokine und Wachstumsfaktoren, die diese 
Differenzierung in Richtung Makrophagen dirigieren?  
3.) Wie können die Differenzierungsvorgänge beobachtet werden? 
 
1.3 Makrophagendifferenzierung aus embryonalen 
Stammzellen 
Die Methode zur Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu Makrophagen in 
vitro ist seit 1991 bekannt (Wiles and Keller, 1991). Verschiedene Gruppen haben 
seither Protokolle zur Makrophagendifferenzierung aus embryonalen Stammzellen 
entwickelt, die meist auf Bildung von „embryoid bodies“ in Methylzellulose beruhen 
(Lieschke and Dunn, 1995; Faust et al., 1998; Moore et al., 1998; Lichanska et al., 
1999). Die Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu Makrophagen in der 
vorliegenden Arbeit basiert auf diesen Protokollen. Bei den verwendeten murinen 
embryonalen Stammzellen handelt es sich um die Linie R1, die von Nagy et al. 1993 
etabliert wurde. Der genetische Hintergrund dieser Zellen beruht auf dem 129/Sv 
Inzuchtstamm. Die Zellen können lediglich bis Passage 14 in Blastozysten injiziert 
werden, um chimäre Mäuse zu erzeugen. Eine höhere Passagenzahl führt lt. Nagy et 
al. zu nicht lebensfähigen Mausembryonen (Nagy et al., 1993).  
Da zu verschiedenen Zeitpunkten der Makrophagendifferenzierung unterschiedliche 
Gene exprimiert werden, anhand derer das Stadium der Differenzierung bemessen 
werden kann, wurden die R1 Zellen durch Promotor-Reporterkonstrukte modifiziert, 
die den jeweiligen Stand der Differenzierung anzeigen sollten.  
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1.3.1 Makrophagenspezifische Marker  
Eine Strategie für die Detektion der verschiedenen Entwicklungsstufen während der 
Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu Makrophagen in vitro besteht 
darin, die Promotoren verschiedener makrophagenspezifischer Gene, die zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung exprimiert werden, vor ein 
Reportergen in einen Vektor zu integrieren. Eine Aktivierung des Promotors im Lauf 
der Differenzierung bewirkt die Expression des dahinter geschalteten Reportergens. 
 
1.3.1.1 c-fms, Rezeptor für den „macrophage colony stimulating factor“ 
Die Expression von c-fms oder auch Csf1R (Csf1 Rezeptor; Csf1 = macrophage 
colony stimulating factor) ist allen Makrophagen gemein und schon früh in der 
Embryonalentwicklung nachweisbar. Trophoblasten der Plazenta und Phagozyten im 
Dottersack exprimieren c-fms konstitutiv (Lichanska et al., 1999). Da Csf1 der 
wichtigste Wachstumsfaktor für die Entwicklung von Makrophagen in vivo ist, wird die 
Aktivierung des Csf1-Rezeptors c-fms als ein Schlüsselereignis in der Wandlung von 
multipotenten Vorläuferzellen zu Zellen, die dem Makrophagenphänotyp vorbehalten 
sind, angesehen (Dai et al., 2002). Der proximale Promotor des murinen c-fms Gens 
verfügt über mehrere Bindungsstellen für den makrophagenspezifischen Trans-
kriptionsfaktor PU.1 (Ross et al., 1998) und benötigt eine Sequenz innerhalb des 
ersten Introns für die Transkriptionsaktivierung, das so genannte „Fms intronic 
regulatory element“ (FIRE) (Himes et al., 2001). Der in Abbildung 1.2 dargestellte 
Promotorbereich ist GC-reich und enthält kein TATA-Motiv, dafür jedoch einige 
verstreute Sequenzen, die für den Transkriptionsstart notwendig sind (Yue et al., 
1993; Tagoh et al., 2002; Sasmono et al., 2003). 
 Einleitung 
 
Abb.: 1.2 Promotorregion des murinen c-fms Gens (aus: Yue et al., 1993) 
1.3.1.2 CD14, LPS Rezeptor und klassischer Makrophagenmarker 
Makrophagen tragen auf der Oberfläche den membrangebundenen Rezeptor CD14. 
Dieser dient seit vielen Jahren zur Identifizierung von Monozyten und Makrophagen. 
Die Bindung an diesen Rezeptor ist spezifisch für den Komplex aus 
Lipopolysaccharid (LPS) und dem Lipopolysaccharid-Bindeprotein (LPB), welches 
sich gelöst im Serum befindet (Schumann, 1992). LPS ist Bestandteil der Zellwand 
von Gram-negativen Bakterien. Der Rezeptor CD14 liegt zwar membrangebunden 
vor, verfügt jedoch nicht über eine transmembrane Domäne und kann somit keine 
Signalkaskade auslösen. In diesem Fall wird der Co-Rezeptor TLR4 (Toll-like 
receptor 4) benötigt (Jiang et al., 2000). Die Bindung des LPS-LPB-Komplexes, in 
Anwesenheit von Gram-negativen Bakterien oder dem Endotoxin, an den CD14-
TLR4-Rezeptorkomplex führt zur Signaltransduktion und damit zur Produktion von 
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 1 (IL-1) und Tumor necrosis factor 
alpha (TNFα) (May and Ghosh, 1998). Die in Abbildung 1.3 dargestellte Sequenz 
und die Bindungsstellen für verschiedene Transkriptionsfaktoren wie IRF-1 
(Interferon regulatory factor-1) oder TRE (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate-
7 
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responsive element) im murinen CD14-Promotor wurden bereits 1992 von Matsuura 
et al. beschrieben.  
 
Abb.: 1.3 Promotorregion des murinen CD14 Gens (aus: Matsuura et al., 1992) 
1.3.1.3 Macrosialin, ein stark glykosiliertes Transmembranprotein 
Macrosialin ist ein makrophagenspezifisches Transmembranprotein, das in den 
Lysosomen lokalisiert ist (Rabinowitz and Gordon, 1991). Es gehört zur so 
genannten „lysosomal-associated membrane glycoprotein (LAMP) family“ (Holness 
et al., 1993) und wird speziell in reifen Makrophagen und makrophagenverwandten 
Zellen wie Langerhans Zellen, dendritische Zellen, Kupffer Zellen und Osteoklasten 
exprimiert (da Silva et al., 1996). Macrosialin weist zu etwa 70% eine Homologie zum 
humanen CD68 auf (Holness and Simmons, 1993). Die Funktion von Macrosialin ist 
bislang noch nicht eindeutig geklärt, es wird jedoch angenommen, dass es eine Rolle 
8 
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in der Phagozytose, bei Zell-Zell- und Zell-Pathogen-Interaktionen spielt, zumal die 
Expression durch den Einfluss inflammatorischer Stimuli verstärkt wird (Rabinowitz 
und Gordon, 1991). Die zunächst postulierte These, dass Macrosialin ein Rezeptor 
für oxidiertes „low-density lipoprotein“ (oxLDL) sei (Ramprasad et al., 1996), konnte 
durch genauere Untersuchungen nicht bestätigt werden. Es liegt zwar eine Affinität 
für die Bindung von oxLDL an Macrosialin vor, doch da nur etwa 5% der Macrosialin-
moleküle an der Oberfläche von Makrophagen detektiert werden konnten und die 
übrigen 95% in den Lysosomen lokalisiert sind, dürfte Macrosialin bei der Bindung 
und Aufnahme von oxLDL eine untergeordnete Rolle spielen (de Beer et al., 2003). 
Untersuchungen der Promotorregion, die in Abbildung 1.4 dargestellt ist, ergaben, 
dass verschiedene Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren wie PU.1, GATA und 
AP-1 vorliegen. An Stelle der klassischen TATA-Box verfügt der Promotor über ein 
ähnliches Motiv (TATTTTA) und eine AT-reiche Sequenz (Jiang et al., 1998; Greaves 
et al., 1998). 
 
Abb.: 1.4 Promotorregion des Marosialingens (aus: Jiang et al., 1998) 
 
1.3.1.4 iNOS, induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase 
Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) kommen in mehreren Zelltypen vor: als eNOS in 
Endothelzellen, nNOS in neuronalen Zellen und als induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase iNOS in Makrophagen. Die Enzyme eNOS und nNOS werden konstitutiv 
exprimiert, während iNOS induzierbar ist, d.h. dass Makrophagen aktiviert werden 
9 
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müssen. Alle NOS Enzyme katalysieren die Reaktion, in der aus L-Arginin, NADPH 
und Sauerstoff (O2) das freie Radikal Stickstoffmonoxid (NO), Citrullin und NADP 
wird. Im Unterschied zu eNOS und nNOS läuft die Reaktion bei iNOS Kalzium 
unabhängig ab (Alderton, Cooper und Knowles, 2001).  
NO wirkt zytostatisch und zytotoxisch gegen Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen, 
Helminthen und Tumorzellen und spielt daher eine wichtige Rolle bei 
Immunreaktionen (MacMicking, Xie und Nathan, 1997). Die Induktion von iNOS 
erfolgt in erster Linie durch Interferon gamma (IFNγ) und Lipopolysaccharid (LPS) 
(Lowenstein et al., 1993). Das Radikal NO ist sehr reaktiv und kann bei 
Überexpression neben den Zielzellen auch körpereigene Zellen schädigen. Daher 
unterliegt die Regulation der Expression vielen positiv und negativ regulierenden 
Elementen. Die Wirkung unterschiedlicher Zytokine, der jeweilige Weg der 
Signalübertragung und die Genregulation wurden von vielen Gruppen untersucht 
(Nemoto et al., 1999; Winston et al., 1999; Jacobs und Ignarro, 2001; Yu und Kone, 
2004 und Kim und Paik, 2005).  
Die Promotorregion in Abbildung 1.5 wurde 1993 von Lowenstein et al. identifiziert. 
Sie beinhaltet zwei Regionen mit Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. Region 
I enthält die Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, die aus der LPS Induktion 
resultieren, während Region II über Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren 
verfügt, die nach IFNγ Induktion benötigt werden.  
 Einleitung 
 
Abb.: 1.5  Promotorregion des murinen iNOS Gens (aus: Lowenstein et al., 1993) 
11 
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1.3.2 pEGFP-1, ein promotorloser Expressionsvektor 
Für die Expression von rekombinanten DNA-Molekülen werden Expressionsvektoren 
verwendet. Der Vorteil dieser Vektoren liegt darin, dass sie sich in prokaroytischen 
Zellen wie E.coli vermehren und nach Isolation in eukaryotische Zellen einschleusen 
lassen. Der in Abbildung 1.6 dargestellte kommerziell erhältliche Expressionsvektor 
pEGFP-1 (BD Biosciences Clontech) verfügt über eine der MCS (multiple cloning 
site) nachgeschalteten Sequenz für die Expression von EGFP (enhanced green 
fluorescent protein). Die MCS ermöglicht die Integration einer Promotorsequenz 
unter deren Kontrolle dann EGFP exprimiert wird. GFP, das „green fluorescent 
protein“ entstammt der Quallenart Aequorea victoria. Es wird durch blaues UV-Licht 
angeregt und fluoresziert grün ohne Zugabe von Substraten oder Co-Faktoren 
(Chalfie et al., 1994; Ikawa et al., 1995). Um die Fluoreszenz zu verstärken wurde 
das Protein modifiziert und als EGFP, „enhanced“ GFP, bezeichnet. Als 
Selektionsmarker steht eine Sequenz zur Verfügung, die eine Resistenz gegen die 
Antibiotika Kanamycin und Neomycin vermittelt. Des Weiteren verfügt der Vektor 
über die benötigten Sequenzen zur Replikation in Bakterien (E.coli) sowie den 
nötigen Sequenzen zur Polyadenylierung. 
 
Abb.: 1.6 Plasmidkarte des promotorlosen Vektors pEGFP-1 
12 
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1.4 Ziel der Arbeit 
Die molekularen und zellulären Mechanismen bei der Differenzierung von 
Knochenmarksvorläuferzellen zu Makrophagen sind inzwischen vielfach 
beschrieben. Es stellt sich jedoch die Frage, was in den frühen Embryonalstadien 
passiert, wenn noch kein Knochenmark vorhanden ist und sich dennoch 
Makrophagen identifizieren lassen. Anhand embryonaler Stammzellen lassen sich 
die Differenzierungsvorgänge in vitro verfolgen. Zu diesem Zweck sollten embryonale 
Stammzellen stabil mit Konstrukten modifiziert werden, die unter Kontrolle 
verschiedener makrophagenspezifischer Promotoren ein EGFP-Reportergen 
exprimieren. Mit Hilfe der zu verschiedenen Reifestadien aktiven Marker sollten die 
Differenzierungsvorgänge beobachtbar gemacht werden und der Einfluss 
unterschiedlicher Wachstumsbedingungen geprüft werden. Des Weiteren sollten 
bestimmte typische Eigenschaften der Makrophagen aus ES-Zellen näher analysiert 
werden und mit Makrophagen aus Knochenmarksvorläuferzellen verglichen werden. 
Darüber hinaus sollten mit der DNA-Chip Technologie Genexpressionsprofile beider 
Makrophagentypen erstellt werden. Zum einen sollten sich damit neue Gene 
identifizieren lassen, die im Zusammenhang mit diesen Makrophagen noch nicht 
bekannt waren, zum anderen könnte die unterschiedlich regulierte Expression 
bestimmter Gene funktionelle Unterschiede zwischen beiden 
Makrophagendifferenzierungswegen erfassen. 
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2 Material und Methoden 
Die verwendeten Chemikalien besitzen p.A. Qualität.  
Von folgenden Herstellern wurden folgende Substanzen verwendet:  
AppliChem Trypton, Hefeextrakt, Tris, Na-Acetat, NaCl, EtOH abs., SDS, KCl, Chloroform, 
Eisessig, Tween 20, NaOH, Hepes 
BMA  SeaKem® Agarose 
Hoechst Mowiol 
Fluka  Harnstoff 
Merck  Glukose, MgCl2, 7Na2HPO4, KH2PO4, Glycerin,  
Roth  Phenol-Chloroform 
Sigma  Bromphenolblau, DMSO, DAPI, CaCl2, EDTA, Proteinase K, MgSO4
 
2.1 Isolierung genomischer DNA aus Mausgewebe 
Das Gewebe wird mit einem Skalpell zerkleinert und zweimal mit Phosphatpuffer 
(PBS = Phosphate Buffered Saline) gewaschen. Das Pellet wird mit zweifach 
konzentriertem SET-Puffer (20fach SET-Puffer: 3M NaCl, 1M Tris, 100mM EDTA, 
pH8,0) inklusive Proteinase K (1mg/ml) gelöst und mit einem POLYTRON® 
Homogenisator (Brinkmannn) homogenisiert. Anschließend wird das homogenisierte 
Gewebe mehrmals durch eine 20G-Kanüle gezogen, um lange DNA-Moleküle zu 
scheren und die Proteinase besser zu verteilen. Zur Denaturierung der Proteine wird 
zusätzlich ein zehntel Volumen 20%iges SDS zugegeben und das homogenisierte 
Gewebe abermals durch eine 20G-Kanüle gezogen. Das Reaktionsgefäß wird für 30 
Minuten bei Raumtemperatur über Kopf geschwenkt. Es erfolgt nun die Zugabe 
eines halben Volumens Chloroform und eines halben Volumens Phenol-Chloroform. 
Das Gemisch wird kräftig für 30 Minuten bei 4 °C geschüttelt und anschließend für 10 
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Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wird in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und auf Eis gestellt. Dazu wird das zweifache Volumen 
eisgekühlten Ethanols abs. vorsichtig zugegeben. An der entstehenden Grenzfläche 
fällt die DNA aus und kann mit einem Glasstab aufgewickelt werden. Die DNA wird 
über Nacht getrocknet, am nächsten Tag in A. dest. gelöst und die Konzentration 
photometrisch bestimmt. 
 
2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR 
Zur Amplifikation makrophagenspezifischer Gene mittels PCR werden 
Oligonukleotide (Primer) benötigt, deren Sequenzen mit Hilfe von Literaturangaben 
oder Datenbanken zusammengestellt und von der Firma MWG synthetisiert wurden. 
Eine Tabelle mit allen verwendeten Primern befindet sich am Ende dieses Kapitels. 
 
PCR-Programm:      71°C 2 min 
       98°C 10 sec 
   Entsprechende „annealing“ Temperatur X °C 2 min               40 Zyklen 
       71°C 2 min 
       71°C 10 min 
4°C Pause  
 
Verwendete Thermocycler:  PTC 200 Engine, MJ Research 
     T3 Thermocycler, Biometra 
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Der Mastermix für die einzelnen PCR-Reaktionen besteht aus folgenden 
Komponenten: 
1x PCR Puffer (Amersham Bioscience), 2,5µM dNTP’s (peqLab), 0,1M Betain 
(Sigma), 2,5u Taq Polymerase (Amersham Bioscience), 0,2µM Primer forward und 
0,2µM Primer reverse, A. dest. zum Auffüllen auf das gewünschte Endvolumen. 
Als Template werden jeweils 2µl 1:10 verdünnte genomische Maus-DNA oder 
unverdünnte cDNA zugegeben, wenn der Mastermix schon auf 71°C vorgewärmt ist, 
ein so genannter „hot start“. 
Zur Amplifikation der Fragmente, die kloniert werden sollten, wurde die Platinum® 
Pfx DNA Polymerase von GibcoBRL, verwendet und die PCR nach 
Herstellervorschrift durchgeführt. 
 
2.2.1 Amplifikation der verwendeten Promotoren 
Die Amplifikation der Promotoren erfolgte aus genomischer Maus DNA, die aus 
verschiedenen Organen zweier Mäuse (D2 83/B3Γ + lt. *26.10.2000/= 17.07.2001 
und D2 83/A3Γ + lt. *30.10.2000/= 17.07.2001) isoliert wurden. 
c-fms 
            SalI            HindIII 
forward primer: GTC GAC AAG CTT GAG CCT GGC CCC AGA TTC 
                              XbaI    EcoRI 
reverse primer: TCT AGA ATT CTC CAG GGG ATA GCG TGA G 
erwartete Fragmentgröße: 319 bp 
verwendeter Cycler: T3 Thermocycler, Biometra 
PCR-Programm: 71°C  2 min   71°C  10 min 
   98°C  10 sec   4°C    Pause 
   56°C  2 min  x 40   
   71°C  2 min 
 
16 
 Material und Methoden 
CD 14: 
forward primer: GTC GAC AAG CTT GCT AGC AAC TAA GAC TAG GG 
reverse primer: TCT AGA ATT CTG AAA GTT TGA GCA GCC 
erwartete Fragmentgröße: 456 bp 
verwendeter Cycler: T3 Thermocycler, Biometra 
PCR-Programm: 71°C  2 min 
   98°C  10 sec 
   56°C  2 min  x 40 
17 
   71°C  2 min 
   71°C  10 min 
   4°C    Pause 
 
iNOS: 
forward primer:  GTC GAC AAG CTT GCT AGC AAC TAA GAC TAG GG 
reverse primer:  TCT AGA ATT CTG AAA GTT TGA GCA GCC 
erwartet Fragmentgröße: 1237 bp 
verwendeter Cycler: T3 Thermocycler, Biometra 
PCR-Programm: 71°C  2 min 
   98°C  10 sec 
   56°C  2 min  x 40 
   71°C  2 min 
   71°C  10 min 
   4°C    Pause 
 
Macrosialin: 
forward primer: GTC GAC AAG CTT GCC TGT TTG GGC TTC TTG TTT C 
reverse primer: TCT AGA ATT CAT GGC AGA GAT GCT CAG ACC 
erwartete Fragmentgröße: 902 bp 
verwendeter Cycler: Biometra 
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PCR-Programm: 71°C  2 min 
   98°C  10 sec 
   64°C  2 min  x 40 
   71°C  2 min 
   71°C  10 min 
   4°C    Pause 
 
2.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel 
DNA Fragmente lassen sich aufgrund ihrer Ladung der Größe nach im elektrischen 
Feld auftrennen. Je nach zu erwartenden Fragmentgrößen verwendet man 0,8 bis 
2%ige Agarosegele, denen Ethidiumbromidlösung (0,5ng/ml, Sigma) zugesetzt wird, 
um die DNA nach der Auftrennung unter UV-Licht (Anregungswellenlänge 366 nm) 
sichtbar zu machen. Die Gele werden wie in „Current Protocols in Molecular Biology“ 
(Ausubel et al., John Wiley & Sons, Inc., 2001) beschrieben hergestellt. Das Gel wird 
in die Elektrophoresekammer (Biorad) gelegt und mit einfach konzentriertem TAE-
Puffer überschichtet. Die aufzutrennende DNA wird mit 5facher Ladelösung gemischt 
und in die Taschen des Gels pipettiert. Es wird eine Spannung von 8V/cm Gellänge 
angelegt. Zur Bestimmung der Fragmentgrößen wird ein definierter Größenstandard 
(1kb u. 100bp Marker, NEB) mitgeführt. 
 
2.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die gewünschten Fragmente werden auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem 
Agarosegel geschnitten und die DNA nach Herstellerangaben mit dem QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen) isoliert. 
 
2.5 Restriktionsverdau von DNA 
Um DNA-Fragmente klonierungsfähig zu machen, müssen sie mit 
Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Die verwendete Menge Enzym, Puffer, 
Inkubationszeit und –temperatur richten sich nach dem jeweiligen Enzym und der 
eingesetzten DNA-Menge. Der Restriktionsansatz wird nach Ablauf der benötigten 
18 
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Inkubationszeit gelelektrophoretisch aufgetrennt und wie in 2.4 beschrieben isoliert 
und aufgereinigt. 
 
2.6 Fällung von DNA nach Restriktionsverdau 
Um beispielsweise ein DNA-Fragment mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen 
zu verdauen deren Puffersysteme nicht kompatibel sind, gibt es die Möglichkeit nach 
dem ersten Verdau die DNA zu fällen. Dabei wird die DNA durch Zugabe von 1/10 
Volumen 3M Natriumacetat und dem 2,5fachen Volumen Ethanol abs. >30 min bei 
−70°C gefällt. Anschließend wird 15 Minuten bei 15000 x g und 4°C zentrifugiert und 
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wird nach dem Trocknen wahlweise in 
TE (10mM Tris-HCl pH 7,4 / 1mM EDTA) oder H2O gelöst. 
 
2.7 Ligation von DNA-Fragmenten 
Zur Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor werden Insert-DNA und Vektor-
DNA in einem molaren Verhältnis von 3:1 zusammengegeben. Das Enzym T4-
Ligase (Fermentas) und der dazugehörige Puffer inklusive ATP werden in 
entsprechender Menge zum Ansatz gegeben und bei 4°C über Nacht inkubiert. Der 
Ligationsansatz wird zur Transformation von Bakterien verwendet. 
 
2.8 Herstellung kompetenter Bakterien 
2.8.1 CaCl2-kompetente Bakterien 
Eine 3ml über Nacht Kultur von E.coli JM109 wird zu 400ml LB-Medium (10g 
Trypton, 5g Hefeextrakt, 5g NaCl, 1ml 1M NaOH ad 1l mit Wasser auffüllen) 
gegeben und bis zu einer OD600 von ca. 0,3 unter schütteln bei 37°C wachsen 
gelassen. Die Zellen werden geerntet (2x200ml) und bei 2500 x g 10 Minuten bei 4°C 
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in je 10ml 0,1M CaCl2 Lösung resuspendiert und in je 
zwei 50ml Falcon-Tubes überführt. Die Suspension wird erneut bei 2500 x g 10 
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Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird erneut in je 10ml 0,1M CaCl2 Lösung 
resuspendiert und die Suspension für 30 Minuten auf Eis gestellt. Ein weiterer 
Zentrifugationsschritt zu gleichen Bedingungen erfolgt. Die Zellen werden in 4ml 
0,1M CaCl2 Lösung + 0,8µl 98%iges sterilem Glycerin aufgenommen und zu je 200µl 
in 1,5ml Reaktionsgefäße aliquotiert. Die Lagerung erfolgt bei -70°C. 
 
2.8.2 elektrokompetente Bakterien  
Eine 5ml über Nacht Kultur wird zu 1l LB-Medium gegeben und auf 2 Kolben à 1l 
verteilt. Die Bakterien werden bei 37°C unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,5 bis 
0,6 kultiviert. Die beiden Kolben werden für 10-15 Minuten auf Eis gestellt und 
anschließend 15 Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird 
verworfen und jedes Pellet in 5ml eiskaltem 1mM Hepes resuspendiert, mit 350ml 
1mM Hepes aufgefüllt und gut gemischt. Die Bakterien werden 15 Minuten bei 4000 
x g und 4°C zentrifugiert. Jedes Pellet erneut in 5ml eiskaltem 1mM Hepes 
resuspendieren und mit weiteren 150ml 1mM Hepes auffüllen. Die Suspension wird 
nochmals 15 Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Jedes Pellet wird in 5ml 
eiskaltem 10%igem Glycerin resuspendiert. Weitere 5ml eiskaltes 10%iges Glycerin 
zugeben, gut mischen und die einzelnen Suspensionen in ein 50ml Falcon-Tube 
zusammengeben. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt für 15 Minuten bei 4000 
x g und 4°C. Das Pellet dann in 2ml eiskaltem 10%igem Glycerin aufnehmen. Die 
Suspension à 40µl in 1,5ml Reaktionsgefäße aliquotieren, für 5 Minuten auf Eis 
stehen lassen und anschließend in flüssigem Stickstoff einfrieren. Die 
elektrokompetenten Bakterien bei -70°C lagern. 
 
2.9 Transformation von Bakterien 
2.9.1 Transformation mit CaCl2-kompetenten Bakterien 
Die kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut. Dem entsprechenden 
Ligationsansatz oder 50ng Plasmid-DNA werden 100µl kompetente Bakterien 
zugegeben und das Gemisch für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es erfolgt ein 
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Hitzeschock für 90 Sekunden im 42°C warmen Wasserbad. Die Zellen werden für 
zwei weitere Minuten auf Eis gestellt. Es wird pro Ansatz 1ml LB-Medium zugegeben 
und die Suspension bei 37°C schüttelnd für eine Stunde inkubiert. Die Bakterien 
werden bei 10000 x g abzentrifugiert, das Pellet in 100µl LB-Medium resuspendiert, 
auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C über 
Nacht inkubiert. 
 
2.9.2 Elektroporation von Bakterien 
2.9.2.1 Aufarbeitung des Ligationsansatzes 
20µl Ligationsansatz werden mit 80µl TE-Puffer auf 100µl Volumen erweitert. Es wird 
100µl Phenol-Chloroform zugegeben und gut gemischt. Den Ansatz zwei Minuten bei 
maximaler Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge zentrifugieren. Den Überstand 
ohne Phenol-Chloroform-Interphase in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführen. 
Für die Ätherextraktion 100µl Äther zugeben, gut mischen und zwei Minuten bei 
maximaler Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge zentrifugieren. Den Überstand 
(Ätherphase) vorsichtig abpipettieren und den restlichen Äther abdampfen lassen. 
Zum verbleibenden Volumen 12µl Acrylamid (20µg/ml), 12µl 5M NaCl und 360µl 
EtOH abs. geben, mischen und 15 – 30 Minuten bei -70°C lagern. Anschließend 20 
Minuten bei maximaler Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge zentrifugieren. Der 
Überstand wird vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit 360µl 70% EtOH gewaschen. 
Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt für 20 Minuten. Den Überstand vorsichtig 
absaugen und das Pellet nach dem Trocknen in 20µl A. dest. lösen. 
 
2.9.2.2 Elektroporation 
Je 1ml SOC-Medium (2% Bactotrypton, 0,5% Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 
10mM MgCl2, 10mM MgSO4, 20mM Glukose) in Bakterienkulturröhrchen vorlegen. 
Zu 40µl elektrokompetenten Zellen werden 5µl Ligationsansatz gegeben. Das 
Gemisch in eisgekühlte Elektroporationsküvetten (peqLab) pipettieren und für 5 
Minuten auf Eis stellen. Die Küvette in die Vorrichtung des Elektroporationsgerätes 
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(Gene Pulser, BioRad) stellen und den Impuls geben (2,5kV, 400Ω, 25µF). Innerhalb 
einer Minute den Inhalt der Küvette ins vorgelegte SOC-Medium geben und 45 
Minuten bei 37°C schütteln. Die Bakterien 30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugieren 
und das Pellet in 200µl SOB-Medium (2% Bactotrypton, 0,5% Hefeextrakt, 10mM 
NaCl, 2,5mM KCl) resuspendieren. Die Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten mit 
entsprechendem Antibiotikum ausplattieren und die Platten über Nacht bei 37°C im 
Inkubator bebrüten. 
 
2.10 Plasmidisolation (Mini und Midi) 
2.10.1 Mini-Plasmidpräparation 
Bakteriensuspensionen aus über Nacht Kulturen werden in 1,5ml Reaktionsgefäße 
gegeben. Die Suspensionen bei 10000 x g 10 Sekunden zentrifugieren. Das Pellet 
kurz antrocknen lassen und je 100µl Lösung 1 (aus dem DNA- Midi-Kit, Qiagen) 
zugeben und kräftig mischen, dann 200µl Lösung 2 (aus dem DNA- Midi-Kit, Qiagen) 
zugeben, kräftig mischen und dann 150µl Lösung 3 (aus dem DNA- Midi-Kit, Qiagen) 
zugeben und das Gemisch mehrfach über Kopf drehen. Anschließend die lysierten 
Zellen 3-5 Minuten bei höchster Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge 
zentrifugieren. Pro Ansatz 300µl Phenol-Chloroform in neue 1,5ml Reaktionsgefäße 
vorlegen und die jeweiligen Überstände zugeben, kräftig mischen, bis das Gemisch 
milchig erscheint. Es folgt ein Zentrifugationsschritt von 3 Minuten. In der 
Zwischenzeit werden pro Ansatz 1ml eiskaltes EtOH abs. in neue 1,5ml 
Reaktionsgefäße vorgelegt. Die obere Phase zum EtOH geben, das Gemisch 
umschwenken und 4-8 Minuten zentrifugieren. Das Pellet mit jeweils 250µl 70% 
EtOH waschen und nach dem Trocknen in wahlweise 30µl A. dest. oder TE-Puffer 
aufnehmen. 
 
2.10.2 Midi-Plasmidpräparation 
Zur Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien wird 
das DNA-Midi-Kit der Firma QIAGEN verwendet. Die Isolierung und Reinigung der 
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DNA erfolgt gemäß der Anleitung des Herstellers. Nach alkalischer Lyse der Zellen 
und RNase A-Behandlung des Lysats wird dieses zunächst mit Natriumacetat 
neutralisiert und zentrifugiert. Die im Überstand enthaltene Plasmid-DNA wird bei 
geringer Salzkonzentration an eine säulengepackte Silikatmatrix adsorbiert. Auf 
einen Waschschritt bei mittlerer Salzkonzentration zur Entfernung von RNA, 
Proteinen und niedermolekularen Verunreinigungen folgen die Elution der DNA, 
sowie die Präzipitation mit Isopropanol zur Konzentrierung und Entsalzung. 
 
2.11 Sequenzierung 
Die Sequenzierung der erzeugten Plasmidkonstrukte erfolgte beim Institut für 
Biochemie der RWTH Aachen als Auftragsarbeit. 
 
2.12 Kultivierung verschiedener muriner Zelllinien und 
Primärzellen 
Alle Zellen werden bei 37°C in einer mit Wasserdampf gesättigten Atmosphäre und 
5% CO2 (v/v) Anteil in einem Inkubator (Binder) kultiviert. 
 
2.12.1 Murine Makrophagen Zelllinie RAW264.7 
Verwendetes Medium und Zusätze:  
• Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4500mg/l Glucose (Cambrex) 
• 10% Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma) 
• 2mM L-Glutamin (PAA) 
Die Zellen werden in T75 Zellkulturflaschen kultiviert und je nach Konfluenz alle drei 
bis fünf Tage passagiert (1:5).  
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2.12.2 Murine embryonale Stammzelllinie R1 
Verwendetes Medium und Zusätze: 
• Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4500mg/l Glucose (Cambrex) 
• 15% Fetal Calf Serum (FCS), hitzeinaktiviert, (hi., 20 Minuten bei 56°C), 
(Sigma) 
• 2mM L-Glutamin (PAA) 
• 1% MEM „non Essential Aminoacids“ (Gibco) 
• 100u/ml Penicillin/Streptomycin-Lösung (PAA) 
• 1000u/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor, ESGRO®,Chemicon) 
• β-Mercaptoethanol (Sigma) 
• ggf. 300µg/ml Geneticin (Invitrogen) 
Die embryonalen Stammzellen werden auf 10cm Zellkulturplatten kultiviert, auf 
denen zuvor ein so genannter „feeder-layer“ aus strahlungsinaktivierten embryonalen 
Fibroblasten ausgesät wurde. Der Mediumwechsel erfolgt täglich. Die sich bildenden 
Kolonien nehmen schnell an Größe zu und sollten passagiert werden, bevor sie 
konfluent werden (Vermeidung vorzeitiger Differenzierung). 
Um den „feeder“-Anteil zu reduzieren (für die Gewinnung von DNA oder RNA), 
können die R1-Zellen auch auf mit Gelatine beschichteten Platten wachsen und 
entsprechend passagiert werden. 
 
2.12.3 Murine Fibroblasten Zelllinie L-929 
Verwendetes Medium: 
• RPMI1640 (Cambrex) 
• 10% FCS (zur ersten Aussaat nach dem Auftauen 10% NKS (natales 
Kälberserum) 
Die Zellen werden in T75 Zellkulturflaschen kultiviert und je nach Konfluenz alle drei 
bis fünf Tage passagiert (1:5).  
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2.12.4 Murine Fibroblasten Zelllinie 3T3 
Verwendetes Medium und Zusätze:  
• Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4500mg/l Glucose (Cambrex) 
• 10% Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma) 
• 2mM L-Glutamin (PAA) 
Die Zellen werden in T75 Zellkulturflaschen kultiviert und je nach Konfluenz alle drei 
bis fünf Tage passagiert (1:5).  
 
2.13 Gewinnung primärer muriner embryonaler Fibroblasten als 
„feeder-layer“ 
Die Embryonen sollten aus der Verpaarung einer homozygoten Knock-out Maus, die 
ein Resistenzgen für z.B. Neomycin trägt, mit einer Wildtypmaus stammen. Die 
Nachkommen sind dadurch heterozygot und enthalten die gewünschte Resistenz. 
Die Haut der toten Spendermaus wird ventral aufgeschnitten und nach kranial und 
kaudal abgezogen. Das Peritoneum wird geöffnet, der Uterus herausgeschnitten und 
in eine mit PBS gefüllte Petrischale gelegt. Die Embryonen werden aus dem Uterus 
geschält und einzeln in weitere Petrischale mit PBS überführt. Die Embryonen 
werden decapitiert und die Innereien aus den Rümpfen gezupft. Das verbleibende 
Embryogewebe wird in eine weitere Petrischale mit PBS überführt. In ein 50ml 
Falcon-Tube werden pro Embryo 1ml Trypsin/EDTA vorlegt. Das Embryogewebe 
wird über das Falcon-Tube gehalten und klein geschnitten. Das Falcon-Tube wird für 
ca. 5-10 Minuten bei 37°C in den Inkubator gestellt. Nach der Inkubation wird die 
Trypsinlösung mit den Gewebestücken mehrmals auf und ab pipettiert. Das Falcon-
Tube wird erneut für 5 Minuten bei 37°C in den Inkubator gestellt. Das 
zwischenzeitlich vorgewärmte Medium wird in Kulturflaschen vorgelegt (10ml pro 
T75-Flasche). Nach der Inkubation wird erneut mehrfach auf und ab pipettiert bis 
eine homogene Suspension entstanden ist. Zum Abstoppen des 
Verdauungsprozesses werden pro Flasche 2ml Medium zugegeben. Das Falcon-
Tube wird stehen gelassen, bis sich größere Gewebestückchen abgesetzt haben. 
Kapitel 2  
26 
Der Überstand wird auf die vorbereitete Zellkulturflaschen verteilt (ca. 2ml pro 
Flasche). Die Kultivierung erfolgt bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator. 
 
2.13.1 Ernten und Kryokonservieren der primären embryonalen 
Fibroblasten 
Nach ca. 3-4 Tagen sind die Zellen konfluent und die murinen embryonalen 
Fibroblasten können geerntet werden. Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen 
und dann mit 2ml Trypsin/EDTA pro T75-Flasche abgelöst. Zum Stoppen der 
Reaktion werden 8ml Medium zugegeben, die Zellen im Medium suspendiert und in 
einem 50ml Falcon-Tube gesammelt. Die Zellen werden 5 Minuten bei 1200 x g 
abzentrifugiert. Die Zellen werden in Medium mit zusätzlichen 10% FCS und 10% 
DMSO suspendiert und à 1ml in Kryoröhrchen aliquotiert. Die Röhrchen werden über 
Nacht bei -70°C in einem Strata-Cooler eingefroren und dann zur längerfristigen 
Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
2.13.2 Expandieren und Bestrahlen von embryonalen Fibroblasten 
zur Verwendung als „feeder-layer“ 
Der Inhalt von 4 Kryoröhrchen wird angetaut und in 40ml Medium überführt. Die 
Zellen werden 5 Minuten bei 1200 x g abzentrifugiert und das Pellet in 24ml Medium 
resuspendiert. In 24 T75-Flaschen wird je 10ml Medium vorgelegt und pro Flasche 
1ml Zellsuspension zugegeben. Die Zellen werden ca. 3-4 Tage bei 37°C und 5% 
CO2 im Inkubator kultiviert.  
Sind die Zellen konfluent, werden sie geerntet wie zuvor beschrieben und à 4 
Flaschen pro 50ml Falcon-Tube gesammelt und auf Eis gestellt. Die Zellen werden 
mit 60Gy einer Kobalt-Quelle bestrahlt und damit teilungsunfähig. Die bestrahlten 
Zellen werden 5 Minuten bei 1200 x g abzentrifugiert. Die Pellets werden in je 2ml 
Medium resuspendiert und schließlich in einem 50ml Falcon-Tube gesammelt. Mit 
einer Neubauer-Zählkammer wird die Zellzahl ermittelt und die Zellen à 4,15 x 106 
Zellen/ml in Kryoröhrchen wie zuvor beschrieben eingefroren. 
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2.14 Erstellung einer Geneticin-Dosis-Wirkungskurve für R1 
Zellen 
Zur Bestimmung welche Geneticinkonzentration zur Selektion stabiler Klone von R1-
Zellen notwendig ist, werden die Zellen über 14 Tage mit Geneticinkonzentrationen 
von 0 – 700µg/ml im Medium kultiviert. Das Medium wird täglich gewechselt und die 
Entwicklung der Zellen fotografisch festgehalten. 
 
2.15 Transfektion von Zellen 
Für die Transfektion der verschiedenen murinen Zelllinien stellte sich das AMAXA®-
System als das effizienteste heraus. Dabei wird die DNA durch kurzfristige 
Depolarisation der Membranen, ausgelöst durch einen elektrischen Impuls, bis in den 
Kern der Zelle geschleust. Der Vorgang wird vom Hersteller als Nukleofektion 
bezeichnet. Die erforderlichen Substanzen sind Zelllinien abhängig und als 
entsprechendes Kit bei AMAXA® erhältlich. Die Durchführung erfolgt nach dem 
jeweiligen Protokoll. 
 
2.15.1 Stabile Transfektion der R1 Zellen mit 
makrophagenspezifischen Promotorkonstrukten 
Die Durchführung der Transfektion erfolgt nach dem oben beschriebenen Prinzip der 
Firma AMAXA. Der Transfektionsansatz wird nach der Nukleofektion wie folgt auf 
10cm Zellkulturplatten, die mit „feeder“-Zellen besiedelt sind ausplattiert: eine Platte 
mit 30% des Transfektionsansatzes, zwei Platten mit je 20% des 
Transfektionsansatzes, eine Platte mit 15%, eine Platte mit 10% und eine Platte mit 
5% des Transfektionsansatzes. Diese Aufteilung verringert nach dem 
Selektionsschritt die Verschleppung von Kolonien, die, würden sie alle von der 
gleichen Platte isoliert, in erhöhtem Maße möglich wäre. 
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2.16 Kultivierung stabiler Klone durch Geneticin-Selektion 
Nach der Transfektion werden die embryonalen Stammzellen auf Platten mit 
„feeder“-Zellen ausgesät und so lange mit geneticinhaltigem Medium kultiviert, bis 
sich Kolonien gebildet haben, die sich deutlich von den „feeder“-Zellen abheben. 
 
2.17 Isolation stabiler Klone 
Einen Tag vor der Isolierung der stabilen Klone werden 48-Depot-Platten mit 
„feeder“-Zellen besiedelt. Am Tag der Isolierung wird das alte Medium abgesaugt 
und 500µl R1-Zell-Medium ohne Geneticin pro Depot zugegeben. Auf 96-
Depotplatten werden je Depot 50µl 1xTrypsin/EDTA vorgelegt. Das Medium der 
Platten mit den R1-Zellklonen wird abgesaugt und einmal mit PBS gewaschen. Die 
Zellen werden dann mit 4-5ml PBS bedeckt. Mit einer 20µl-Pipette den gewünschten 
Klon mit einer gelben Spitze aufziehen, ihn in ein Depot mit Trypsin/EDTA geben und 
mehrmals auf und ab pipettieren. Pro Platte (30%, 20%, 20%, 15%, 10% und 5% des 
Transfektionsansatzes) werden 8 Klone gepickt. Sind die ersten 24 Klone gepickt, 
werden 50µl aus dem Depot der Masterplatte in das entsprechende Depot der 
Trypsin-Platte gegeben, mehrmals auf und ab pipettiert und damit die Zellen 
vereinzelt. Aus diesem Depot werden je 50µl Zellsuspension zurück in das Depot der 
Masterplatte und je 50µl in das entsprechende Depot der Replikaplatte pipettiert 
(Abb. 2.1). Die 48-Depot-Platten mit den isolierten Klonen werden bei 37°C und 5% 
CO2 im Inkubator kultiviert. Einen Tag nach Isolierung wird dem Medium wieder 
Geneticin (300µg/ml) zugefügt, um den Selektionsdruck beizubehalten. Haben sich 
aus den einzelnen Zellen neue Kolonien gebildet, können sie analysiert werden. 
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Abb.: 2.1 Schematische Darstellung zur Isolierung von stabil transfizierten Klonen 
 
2.18 DNA-Isolation und Detektion stabil transfizierter R1 Zellen 
Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen. Pro Depot werden 300µl Lysispuffer 
(100mM NaCl; 10mM Tris·Cl, pH8; 25mM EDTA pH8, 0,5% SDS; 0,1mg/ml 
Proteinase K) zugegeben und die Zellen über Nacht unter schütteln bei 50°C lysiert 
und verdaut. Die lysierten Zellen aus jedem Depot werden in jeweils ein 
Reaktionsgefäß überführt. Zur Erweiterung der wässrigen Phase werden pro 
Reaktionsgefäß 200µl TE-Puffer und zur Extraktion der DNA 300µl Phenol-
Chloroform zugegeben. Die Reaktionsgefäße werden geschüttelt, bis der Inhalt 
milchig erscheint. Nach einem Zentrifugationsschritt wird der Überstand in je ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Das Fällen der DNA erfolgt durch Zugabe von 
150µl 7,5M Ammoniumacetat und 500µl EtOH abs.. Die Proben über Nacht bei 
−20°C lagern. Die gefällte DNA abzentrifugieren und in 500µl 70% EtOH bei −20°C 
bis zur Analyse lagern. 
Zur Analyse wird die DNA abzentrifugiert und das entstandene Pellet angetrocknet, 
um anschließend in 20-30µl (je nach Pelletgröße) A. dest. gelöst zu werden. Die 
Analyse der gepickten Klone erfolgt über PCR, wobei die in das Genom integrierten 
Konstrukte durch die ausgewählten spezifischen Oligonukleotide (Primer) amplifiziert 
und über die Fragmentgröße identifiziert werden können. 
29 
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2.19 Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Makrophagen 
2.19.1 Herstellung von Methylcellulose (1,8%ige Stammlösung) 
In einem Erlenmeyerkolben werden 230ml steriles Wasser auf einem heizbaren 
Magnetrührer zum Sieden gebracht. Unter kräftigem Rühren werden langsam 10g 
Methylcellulose zugegeben, um die Bildung von Klumpen zu vermeiden. Das 
Gemisch wird zum Sterilisieren 10 Minuten gekocht und dann auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Es werden 250ml zweifach konzentriertes Iscove’s Medium (IMDM) und 
steriles Wasser bis zu einem Gesamtgewicht der Lösung von 506g zugegeben. Die 
entstandene Stammlösung wird weitere 10 Minuten gerührt, in 50ml-Falcon-
Röhrchen aliquotiert und bei −20° C eingefroren (das Medium erlangt erst durch 
Einfrieren die richtige Konsistenz). Die Stammlösung kann bei −20°C bis +4°C 
gelagert werden. 
 
2.19.2 Herstellung von „embryoid bodies“ in Methylcellulose 
Embryonale Stammzellen der Linie R1 werden geerntet und deren Zellzahl unter 
Berücksichtigung der „feeder“-Zellen bestimmt. In Bakterienpetrischalen mit 3cm 
Durchmesser werden je 3ml Medium [Ansatz für 20ml Medium: 10ml Methylcellulose 
aus 1,8%iger Stammlösung, 6ml IMDM, 2ml FCS, 2ml L-929 konditioniertes Medium, 
40µl Monothioglycerol (Sigma) aus Stammlösung (12,5µl MTG in 1ml IMDM), 
100u/ml rekombinantes IL-1 (PeproTech), 500u/ml rekombinantes IL-3 (PeproTech)] 
gegeben. Pro Petrischale werden 1x104 R1 Zellen ausgesät. Nach einer 
Inkubationszeit von ca. 3-4 Tagen bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator werden 
„embryoid bodies“ sichtbar. In dieser Zeit sollten die Petrischalen nicht bewegt 
werden. Nach ca. 5-6 Tagen sind die entstandenen „embryoid bodies“ groß genug, 
um in flüssiges Differenzierungsmedium umgesetzt zu werden.  
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2.19.3 Differenzierung von „embryoid bodies“ zu Makrophagen 
Die „embryoid bodies“ werden nach 5-6 Tagen Differenzierung in 
Methylcellulosemedium mit PBS ausgewaschen, in dem zum Methylcellulosemedium 
PBS gegeben wird und die „embryoid bodies“ so vorsichtig in ein 50ml Falcon-Tube 
überführt werden, ggf. mit PBS nachspülen und den Rest überführen. Die „embryoid 
bodies“ werden bei 200 x g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Dann werden 
sie in 10ml Differenzierungsmedium [39ml IMDM, 5ml FCS h.i., 100µl 
Monothioglycerol aus Stocklsg. (12,5µl MTG/1ml IMDM), 5ml L-929 konditioniertes 
Medium, 100u/ml IL-1, 500u/ml IL-3] aufgenommen und vorsichtig auf 10cm 
Bakterienpetrischalen überführt. Nach 10-14 Tagen wachsen Zellen aus den 
„embryoid bodies“ aus. Die Selektion von Makrophagen erfolgt über Adhärenz an 
den Petrischalen. 
 
2.20 Isolation primärer muriner Knochenmarkszellen und 
Differenzierung zu Makrophagen 
Der toten Maus werden nach Entfernen des Fells die hinteren Extremitäten 
herausgelöst und in eine Petrischale mit sterilem PBS gelegt. Die Muskeln und 
Sehnen werden vorsichtig vom Knochen gelöst ohne dabei die Knochen zu brechen. 
Die Knochen werden in eine neue Petrischale mit PBS überführt. Ein 0,5ml 
Reaktionsgefäß wird mit einer 20G Kanüle durchstochen und in ein 1,5ml 
Reaktionsgefäß gehängt (pro Maus 2 Reaktionsgefäße). Vom Oberschenkel und 
Unterschenkel werden an beiden Enden die Gelenke abgeschnitten und je zwei 
Knochen in ein vorbereitetes Reaktionsgefäß überführt. Die 0,5ml Reaktionsgefäße 
werden verschlossen und bei 5000 x g für eine Minute zentrifugiert. Das 
Knochenmark befindet sich nun in den 1,5ml Reaktionsgefäßen und wird mit 1ml 
Medium (RPMI 1640) suspendiert, wobei die Zellen durch mehrfaches Aufziehen 
durch eine 20G Kanüle vereinzelt werden. Das Knochenmark mehrerer Mäuse wird 
in einem 50ml Falcon-Tube gesammelt. Optional kann ein so genannter Osmo-
Schock durchgeführt werden, was das Platzen von Erythrozyten bewirkt. Erzeugt 
wird der Osmo-Schock durch Zugabe des 2fachen Volumens an kaltem Aqua ad 
inject. und sofortiger Zugabe des gleichen Volumens 2fach konz. Mediums. Die 
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Zellen werden bei 2000 x g 10min abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wird in 
Differenzierungsmedium (RPMI1640 + 20% L-929 kond. Medium + 10% FCS h.i.) 
resuspendiert und auf Bakterienpetrischalen pipettiert. Nach 5-7 Tagen 
Differenzierung bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator, sind die Platten nahezu 
konfluent mit adhärenten Zellen.  
 
2.21 RNA-Isolation und cDNA-Synthese 
Die RNA-Isolation aus Zellmonolayern erfolgt mit dem RNeasy Kit der Firma 
QIAGEN nach Protokoll des Herstellers. Zuvor werden die Zellen mit PBS 
gewaschen, von den Zellkulturplatten durch Trypsinieren abgelöst und als Pellet in 
einem Reaktionsgefäß gesammelt. Durch einen Lysis-Puffer werden die Zellen 
lysiert, homogenisiert und die RNA freigesetzt. Das im Puffer enthaltene 
Guanidinisothiocyanat und Ethanol bewirkt die Inaktivierung von RNasen und eine 
hohe Bindungsaffinität der RNA an die Silica-Gel-Säulchen. Mit Waschpuffer werden 
nicht bindende Zellbestandteile weggewaschen und anschließend die RNA mit 
Wasser von den Säulchen eluiert.  
Die cDNA Synthese erfolgt durch das Enzym reverse Transkriptase. Diese 
entstammt dem murinen Leukämievirus (MuLV) und ist eine DNA-Polymerase, die 
einzelsträngige RNA als Vorlage benötigt, um mit Oligonukleotiden (sog. „random 
Hexamer“), einen komplementären (c = complementary) DNA-Strang zu 
synthetisieren. Für die cDNA Synthese wird das GeneAmp® RNA PCR Core Kit 
(Applied Biosystems) verwendet und die RT-PCR nach Herstellervorschrift 
durchgeführt. 
 
2.22 Herstellung von Zytospinpräparaten 
Zur Herstellung von Zytospinpräparaten wird die zu untersuchende Zellsuspension 
auf eine Zellzahl von 2x105 Zellen/ml eingestellt. Die Objektträger werden mit einem 
Zytospinfilter versehen und in die vom Hersteller der Zentrifuge (Shandon) 
mitgelieferten Halterungen eingespannt. Es werden 250µl der Zellsuspension in den 
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an der Halterung vorgesehenen Trichter pipettiert und die gesamte Halterung in die 
Zytozentrifuge eingehängt. Die Präparate werden 5 Minuten bei 700 Upm 
zentrifugiert und anschließend über Nacht getrocknet. 
 
2.23 Antikörperfärbungen von Zytospins 
Das Färben der Zytospinpräparate erfolgt wie in Zwadlo et al. (1985) beschrieben, 
indem die Bindung des Erstantikörpers mittels einer indirekten Immunoperoxidase-
Färbung sichtbar gemacht wird. Die Gegenfärbung erfolgt mit Meyer’s Hämalaun. 
Eine Liste mit den verwendeten Antikörpern befindet sich am Ende dieses Kapitels. 
 
2.24 Immunfluoreszenzfärbungen 
Die Zellen für die Immunfluoreszenzfärbung wurden zuvor auf Deckgläschen oder 
Objektträger mit mehreren Kammern, sog. „Chamber-slides“ kultiviert. Die Zellen 
werden einmal mit PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgt mit 4% 
Paraformaldehyd für 10 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend werden die 
Zellen 3x mit PBS gewaschen. Um eine unspezifische Bindung der Antikörper (AK) 
zu verhindern, werden mögliche unspezifische Bindungsstellen mit Blockierlösung 
(1xPBS + 10%FCS + 0,1% Tween 20) abgesättigt. Nach einer Inkubationszeit von 30 
Minuten bei Raumtemperatur wird die Blockierlösung abgesaugt und die Zellen mit 
dem lt. Anweisung in Blockierlösung verdünnten (Vorinkubation des AK für ≥15 
Minuten) Erstantikörpers für ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zum 
Entfernen von überschüssigem Erstantikörper werden die Zellen 4x mit PBS (PBS 
zum Waschen: 1xPBS + 0,05% Tween 20) gewaschen. Dann erfolgt die Inkubation 
mit dem Zweitantikörper, der ebenfalls zuvor in Blockierlösung verdünnt und 
vorinkubiert wird. Der Inkubationsschritt mit dem Zweitantikörper erfolgt für eine 
Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Es wird erneut 3-4 Mal mit PBS gewaschen 
und zur Färbung der Kerne werden die Zellen für 5-10 Minuten mit DAPI inkubiert. 
Die Zellen werden anschließend erneut 2x mit PBS gewaschen und das Präparat 
dann mit Mowiol eingedeckt. 
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2.25 FACS-Analyse 
Die „FACS“-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) beruht auf dem Prinzip 
der Durchflusszytometrie und ermöglicht die Größenbestimmung von Zellen und 
damit die Detektion von spezifischen Zellpopulationen. Der Einsatz von 
energiereichem Licht bewirkt, dass fluoreszierende Stoffe in und auf Zellen angeregt 
werden. Die Intensität wird über einen Detektor bestimmt. Mit dieser Methode lassen 
sich Zellen identifizieren und quantifizieren, die entweder selbst fluoreszierende 
Proteine produzieren oder über fluoreszierende Antikörper markiert sind.  
Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen, dann 5ml PBS auf die Zellen geben 
und die Platten ca. 15 Minuten auf Eis inkubieren. Die Zellen werden vorsichtig mit 
einem Zellschaber abgelöst und mit einer 1000µl Pipette mit blauer Spitze 
resuspendiert. Die Zellen werden in einem 50ml Falcon-Tube gesammelt und 
abzentrifugiert. Das Pellet wird in 10ml PBS aufgenommen und die Zellen zur 
Vereinzelung durch ein 40µm Zellsieb in ein weiteres Falcon-Tube gegeben. Dann 
wird die Zellzahl bestimmt. Für jeden Ansatz werden 5x105 Zellen abgenommen, in 
ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und abzentrifugiert. Das Pellet wird pro Ansatz in 
50µl steril filtriertem PBS gelöst. 
Zur Zellsuspension wird der Erstantikörper gegeben und eine Stunde bei 4°C 
lichtgeschützt inkubiert. Die Zellen dann einmal mit steril filtriertem PBS waschen, 
abzentrifugieren und den Überstand bis auf einen kleinen Rest absaugen. Das Pellet 
im verbleibenden restlichen PBS suspendieren und den Zweitantikörper für 30 
Minuten bei 4°C lichtgeschützt inkubieren. Überschüssiger Zweitantikörper wird 3x 
mit steril filtriertem PBS weggewaschen, die Zellen für die FACS-Messung in 250µl 
steril filtriertem PBS suspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. 
Die Messungen werden am Durchflusszytometer FACScan der Firma Becton 
Dickinson (USA) durchgeführt. Die Auswertung erfolgt mit der Software Cellquest Pro 
ebenfalls von der Firma Becton Dickinson (USA). 
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2.26 Phagozytosetest 
Die Zellen werden auf „Chamber-Slides“ kultiviert. Zum Medium wird eine 
Suspension mit fluoreszenzmarkierten Partikeln (Nile red fluorescent particles, 1,7-
2,2µm, BD Biosciences; E.coli-Bioparticles TRITC, Molecular Probes) gegeben (ca. 
1000 Partikel pro Zelle, vorher auszutesten) und die Zellen mit den Partikeln 45 
Minuten unter Schütteln bei 37°C inkubiert. Anschließend wird das Medium mit den 
Partikeln abgesaugt und die Zellen dreimal mit RPMI 1640 Medium gewaschen. Die 
Auswertung der Zellen, die Partikel aufgenommen haben, erfolgt unter dem 
Fluoreszenzmikroskop.  
 
2.27 Proliferationskurve 
Zum Zeitpunkt t0 werden 1x105 Zellen auf 6 cm Bakterienpetrischalen in 
Makrophagendifferenzierungsmedium ausgesät, jeweils 3 Schalen pro Zeitpunkt t1, t2 
und t3. Die Zellen von 3 Schalen werden nach einer Woche zum Zeitpunkt t1 geerntet 
und die Zellzahl in der Neubauer Zählkammer bestimmt. Bei den verbleibenden 
Schalen wird ein halber Mediumwechsel durchgeführt. Eine Woche später werden 
erneut die Zellen von drei Schalen geerntet und ebenfalls die Zellzahl bestimmt. Es 
erfolgt ein weiterer halber Mediumwechsel bei den verbleibenden drei Schalen. Zum 
Zeitpunkt t3 nach einer weiteren Woche werden die verbleibenden drei Schalen 
geerntet und die Zellzahl bestimmt.  
Um sicher zu gehen, dass die Zellen in ihrer Proliferation nicht durch 
Kontaktinhibition beeinflusst werden, wird die Proliferation alternativ dadurch 
ermittelt, dass in einem zweiten Ansatz zum Zeitpunkt t0 ebenfalls 1x105 Zellen auf je 
drei Bakterienpetrischalen in Makrophagendifferenzierungsmedium ausgesät 
werden. Nach einer Woche zum Zeitpunkt t1 werden die Zellen geerntet und die 
Zellzahl bestimmt. Aus den jeweiligen Zellsuspensionen werden erneut je drei 
Schalen mit 1x105 Zellen ausgesät. Genauso wird zum Zeitpunkt t2, eine Woche 
später vorgegangen. Zum Zeitpunkt t3, eine Woche nach t2 werden die Zellen 
geerntet und die Zellzahl bestimmt, aber nicht erneut ausgesät.  
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2.28 Expressionsanalyse mit DNA-Arrays 
Das Expressionsprofil der zu Makrophagen differenzierten ES-Zellen und 
Knochenmarksvorläuferzellen wird mit Maus DNA-Arrays 430 2.0 von Affymetrix 
erfasst. Dazu wird die Gesamt-RNA der zu untersuchenden Zellen mit Hilfe des 
RNeasy-Kits der Firma QIAGEN isoliert. Für die Analyse werden pro Array 5µg RNA 
eingesetzt. Die Umschreibung der RNA in fragmentierte cRNA erfolgt mit dem 
entsprechenden Kit der Firma Affymetrix nach Protokoll des Herstellers. Die Qualität 
der RNA wird mit dem BioAnalyzer (Agilent Technologies) bestimmt. Die 
Hybridisierung und Färbung der Arrays erfolgt ebenfalls nach Protokoll des 
Herstellers an der Fluidics Station 400. Das Scannen der Arrays erfolgt mit dem 
Scanner und der Software „GCOS“ von Affymetrix. Die Auswertung der Daten erfolgt 
über verschiedene Analyseprogramme (z.B. GoMiner, ein Programm das von 
verschiedenen Gruppen am NCI, USA entwickelt wurde). 
 
2.29 Primersequenzen 
 forward Primer 5’ – 3’ Orientierung 
reverse Primer 
5’ – 3’ Orientierung 
„annealing“ 
Temperatur Fragmentgröße
c-fms 
Promotor 
GTC GAC AAG CTT 
GAG CCT GGC CCC 
AGA TTC  
TCT AGA ATT CTC 
CAG GGG ATA GCG 
TGA G 
56°C 319bp 
CD14 
Promotor 
GTC GAC AAG CTT 
GCT AGC AAC TAA 
GAC TAG GG 
TCT AGA ATT CTG 
AAA GTT TGA GCA 
GCC 
56°C 456bp 
Macrosialin 
Promotor 
GTC GAC AAG CTT 
GCC TGT TTG GGC 
TTC TTG TTT C 
TCT AGA ATT CAT 
GGC AGA GAT GCT 
CAG ACC 
64°C 902bp 
iNOS 
Promotor 
GTC GAC AAG CTT 
GCT AGC AAC TAA 
GAC TAG GG 
TCT AGA ATT CTG 
AAA GTT TGA GCA 
GCC 
56°C 1237bp 
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 forward Primer 5’ – 3’ Orientierung 
reverse Primer 
5’ – 3’ Orientierung 
„annealing“ 
Temperatur Fragmentgröße
Macrosialin 
ES detec.1s  
GAT CTC GAG CTC 
AAG CTT GC 
TGG TAT GGC TGA 
TTA TGA TCT AG 60°C 1702bp 
iNOS ES 
detec.1s  
CTC AAG CTT AGT 
CTG TGT ACC 
TGG TAT GGC TGA 
TTA TGA TCT AG 60°C 2048bp 
CD14 ES 
detec.1s  
CAG TCG ACA AGC 
TTG CTA GC 
TGG TAT GGC TGA 
TTA TGA TCT AG 60°C 1251bp 
c-fms ES 
detec.1s  
CTC AAG CTT GAG 
CCT GGC C 
TGG TAT GGC TGA 
TTA TGA TCT AG 60°C 1110bp 
EGFP ES 
detec.1s 
CAA CTA CAA CAG 
CCA CAA CGT C 
TGG TAT GGC TGA 
TTA TGA TCT AG 60°C 729bp 
iNOS 
cDNA.1s 
GCT AGC TAG CAG 
AAG TGC AAA GTC 
TCA G 
GTC CTC TGG TCA 
AAC TCT TGG 66°C 3459bp 
c-fms 
cDNA.1s 
GCT AGC TA | GCT 
ATG GAG GTG GGG 
CCT C 
CAA GCT CGG TAC 
AAC GGT AGG 64°C 2947bp 
Macrosialin 
cDNA.1s 
GCT AGC TA | GCA 
TCT CTG CCA TGC 
GGC TC 
CAG TGC CAT TTG 
TGG TGG AG 66°C 1000bp 
CD14 
cDNA.1s 
GTC AGC TAG CCG 
ACC ATG GAG CGT 
GTG C 
CCG CTT TAA GGA 
CAG AGA CTT G 64°C 1092bp 
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2.30 Verwendete Antikörper 
1. AK         
Spezies Klasse Antigen Konzentration Hersteller 
 Ratte  IgG2a  F4/80 0,4mg/ml  BMA  
Ratte IgG2a mCD68 2ml   Serotec 
Ratte IgG2a mCD115 (M-CSF Rezeptor) 0,5mg/ml   eBioscience 
Ratte IgG1 mCD14 0,5mg/ml PharMingen (BD Bioscience)  
Kaninchen AS mCD14 0,2mg/ml  Santa Cruz Biotech. Inc. 
Kaninchen AS IgG miNOS 1mg/ml Alpha Diagnostics 
Kaninchen IgG mCD88 0,2mg/ml BD Biosciences 
Hamster IgG mCD119 0,5mg/ml BD Biosciences 
 
2. AK             
Spezies Klasse  Antigen Labelling Konzentration eingesetzte Menge Hersteller 
Maus  IgM Hamster FITC 1mg/ml 1µl in 250µl Pharmingen  
              
Ziege  IgG Ratte Alexa488 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
Ziege   IgG Ratte Alexa546 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
Ziege   IgG Ratte  Peroxidase 2ml  1µl in 100µl   Dianova 
       
Ziege  IgG Kaninchen Alexa488 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
Ziege  IgG  Kaninchen Alexa546 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
              
 Ziege  IgG Maus Alexa488 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
 Ziege  IgG Maus Alexa546 2mg/ml 1µl in 250µl Molecular Probes 
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3 Ergebnisse 
3.1 Herstellung der Konstrukte 
Die makrophagenspezifischen Promotoren wurden, wie Abb. 3.1 zeigt, mittels PCR 
aus genomischer C57/Bl6 Wildtypmaus DNA amplifiziert. Durch die Verwendung 
einer Pfx-Polymerase bei der Amplifikation der Promotoren wurde der Anteil falsch 
eingebauter Basen durch die so genannte „proofreading“ Aktivität der Polymerase 
minimiert. Bei der Auswahl der Primer wurden an die Sequenz zusätzliche 
Erkennungsstellen für Restriktionsenzyme synthetisiert. Dies ermöglicht die 
Integration über die „multiple cloning site“ (MCS) in den Vektor. 
 
1 = c-fms (319 bp) 
2 = c-fms (319 bp) 
3 = CD 14 (456 bp) 
4 = CD 14 (456 bp) 
5 = Macrosialin (902 bp) 
6 = Macrosialin (902 bp) 
7 = iNOS (1237 bp) 
8 = iNOS (1237 bp) 
Abb. 3.1: Aus genomischer Maus DNA amplifizierte makrophagenspezifische 
Promotoren 
Nach Ligation der PCR-Produkte in den Vektor pGEM® T und Transformation 
(CaCl2-Methode) der Konstrukte sowie deren Überprüfung durch Restriktionsverdau, 
erfolgte die Verifizierung durch Sequenzanalyse und Abgleich der vorgegebenen 
Sequenz.  
In der Abb. 3.2 ist ein solcher Sequenzabgleich beispielhaft dargestellt. Der 
Promotorbereich in 5’ – 3’ Orientierung beginnt an Position 56 mit der Sequenz GTC 
GAC AAG CT. Der Abgleich mit der Sequenz aus der Literatur zeigt, dass bei der 
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Amplifikation des Promotors aus genomischer DNA und nach Integration in den 
Vektor die Sequenz erhalten geblieben ist. Die übereinstimmenden Abschnitte sind 
gelb unterlegt. Die weißen Stellen zeigen, dass an diesen keine Übereinstimmung 
der Basen vorliegt. Die Kontrolle der Sequenz-Chromatogramme und der 
Sequenzanalyse des Gegenstranges ergab, dass die Basenabfolge der 
amplifizierten Promotoren erhalten geblieben ist. Für die Promotorkonstrukte mit 
iNOS, CD14 und Macrosialin wurden ebenfalls Sequenzabgleiche analysiert.  
Vom Vektor pGEM® T ausgehend wurden die Promotoren über die 
Restriktionsschnittstellen HindIII und EcoR1 unidirektional in den Vektor pEGFP-1 
subkloniert. Hierfür wurden die Promotorsequenzen von iNOS, c-fms und Macrosialin 
über die Restriktionsschnittstellen HindIII und EcoR1 aus den jeweiligen pGEM® T-
Konstrukten ausgeschnitten und über die gleichen Restriktionsschnittstellen in den 
Vektor pEGFP-1 integriert. Der Promotor des Gens CD14 hingegen wurde über die 
Restriktionsschnittstellen SalI und SacII aus dem jeweiligen pGEM® T-Konstrukt 
isoliert und über diese Schnittstellen in pEGFP-1 integriert. Die Transformation der 
Konstrukte in E. coli erfolgte über Elektroporation und die Selektion der 
plasmidenthaltenden Bakterienkolonien über die Kanamycinresistenz. Nach 
Plasmidisolierung ließen sich die resistenten Klone durch Restriktionsverdau 
identifizieren. Dadurch sind die verschiedenen Konstrukte entstanden, die jeweils 
einen der makrophagenspezifischen Promotoren (iNOS, Macrosialin, c-fms und 
CD14) beinhalten unter dessen Kontrolle das grün fluoreszierende Protein (EGFP) 
exprimiert werden kann. Im Folgenden wurde die Funktionalität der gewonnenen 
Promotorkonstrukte überprüft. 
 
 Ergebnisse 
 
Abb. 3.2: Sequenzabgleich von pGEM® T x c-fms Promotor in 5’ – 3’ 
Orientierung und 3’ – 5’ Orientierung mit der Sequenz des c-fms 
Promotors aus Datenbank bzw. Literatur 
 
41 
Kapitel 3  
42 
3.2 Überprüfen der Funktionalität der Konstrukte durch 
transiente Transfektion in RAW264.7 Zellen 
Die Transfektion der pEGFP-1 – Promotorkonstrukte in Zellen der murinen 
Makrophagenzelllinie RAW264.7 diente der Überprüfung ihrer Funktionalität. Der 
Vergleich mehrerer Transfektionsmethoden zeigte, dass die Methode der 
Nukleofektion nach Anweisung der Firma AMAXA die effizienteste Methode ist. Die 
Funktionalität der vier verschiedenen makrophagenspezifischen Promotoren wird 
über die Expression des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) nachgewiesen. Als 
Positivkontrolle wurde das Plasmid pEGFP-C1 in die RAW-Makrophagen transfiziert. 
Die Expression steht bei diesem Vektor unter der Kontrolle des humanen CMV-
Promotors, einem starken Promotor, der eine hohe Synthese des nach geschalteten 
grün fluoreszierenden Proteins bewirkt (Abb. 3.3 E). Für alle vier Promotorkonstrukte 
war eine grüne Fluoreszenz der Zellen sichtbar (Abb. 3.3 A – D), wenn auch 
erwartungsgemäß in unterschiedlicher Stärke. Dass eine hohe Transfektionseffizienz 
gegeben ist, zeigt die Positivkontrolle. Ein Test auf Makrophagenspezifität der 
Promotoren bei dem die Konstrukte in Zellen der murinen Fibroblastenzelllinie 3T3 
transfiziert wurden (hier nicht gezeigt), ergab, dass in diesen keine grüne 
Fluoreszenz detektiert werden konnte. Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
ausgewählten Promotoren in den Vektoren funktionell aktiv und 
makrophagenspezifisch sind. 
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Abb. 3.3: Expression von grün fluoreszierendem Protein unter Kontrolle 
makrophagenspezifischer Promotoren in der murinen Zelllinie 
RAW264.7 A: pEGFP-1 mit c-fms Promotor B: pEGFP-1 mit CD14 
Promotor C: pEGFP-1 mit CD68 (Macrosialin) Promotor D: pEGFP-1 
mit iNOS Promotor  E: CMV Promotor als positiv Kontrolle (pEGFP-C1) 
(Vergrößerung: 100x) 
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3.3 Geneticin-Dosis-Wirkungsabhängigkeit 
Bei einer stabilen Transfektion soll ein definiertes Stück DNA in das Genom integriert 
werden und dort dauerhaft verbleiben, also auch nach vielen Zellteilungen noch 
vorhanden sein. Mit dem zu integrierenden DNA-Fragment wird ein Gen in das 
Wirtsgenom eingeführt, das die Resistenz gegen ein Antibiotikum vermittelt und so 
bei erfolgreicher Integration eine Selektion ermöglicht. Die verwendeten Konstrukte 
enthalten ein Resistenzgen gegen Geneticin, auch G418 genannt. Dabei handelt es 
sich um ein Antibiotikum vom Kanamycin-Typ. Die benötigte Menge Geneticin ist 
zelltypabhängig und für jede verwendete Zellart zu ermitteln. Zu hohe Geneticin-
Konzentrationen führen dazu, dass die Zellen, bevor das Resistenzgen exprimiert 
werden kann, absterben, während eine zu niedrige Konzentration dazu führt, dass 
auch nicht transfizierte Zellen überleben und proliferieren. Es wurde eine 
Untersuchung zur Geneticin-Dosis-Wirkungsabhängigkeit über die Dauer von 13 
Tagen und Konzentrationen zwischen 0 und 700µg/ml durchgeführt. In Abb. 3.4 wird 
eine Geneticin Dosis-Wirkungs-Abhängigkeit mit drei verschiedenen Konzentrationen 
(ohne Geneticin, 300µg/ml und 600µg/ml) und dem Verlauf an den Tagen 1, 4, 6 und 
8 dargestellt. 
An Tag 1 haben sich noch keine Kolonien der embryonalen Stammzelllinie R1 
gebildet. Es liegen lediglich die geneticinresistenten „feeder“-Zellen vor, auf denen 
sich vereinzelt R1 Zellen anheften. An Tag 4 haben sich bereits Kolonien gebildet, 
die unter Zunahme der Geneticinkonzentration jedoch kleiner und weniger zahlreich 
erscheinen. Ohne Geneticin breiten sich die Kolonien zum Tag 6 hin immer weiter 
aus und beginnen sich untereinander zu berühren. Bei Zugabe von 300µg Geneticin 
pro Milliliter Medium werden die Kolonien, die sich bis dahin gebildet haben, nicht 
größer. Bei der Konzentration von 600µg/ml Geneticin sterben die R1 Zellen der 
wenigen Kolonien bereits ab. An Tag 8 lassen sich ohne Geneticinzugabe große 
ineinander übergehende Kolonien von R1 Zellen beobachten, während die Zellen bei 
Konzentrationen von 300µg/ml und 600µg/ml nicht weiter lebensfähig sind. Die nach 
diesem Verlauf ermittelte, für eine Selektion am besten geeignete Konzentration, 
liegt bei 300µg Geneticin pro Milliliter Medium für eine Selektionszeit von mindestens 
acht Tagen und wurde für die Selektion der transfizierten R1 Zellen angewandt. 
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Abb. 3.4: Wirkung von Geneticin auf embryonale Stammzellen der Linie R1 in 
Abhängigkeit von Dosis und Zeit (Vergrößerung: 100x) 
 
3.4 Selektion, Isolation und Anzucht der stabil transfizierten 
ES-Zellen 
Die Isolation der nach Transfektion und Selektion entstandenen Kolonien von R1-
Zellen mit den Promotorkonstrukten pEGFP-1 x c-fms, pEGFP-1 x Macrosialin, 
pEGFP-1 x CD14 und pEGFP-1 x iNOS erfolgte wie in Material und Methoden 
beschrieben (2.17). Von jedem Konstrukt wurden 48 geneticinresistente Klone isoliert 
und kultiviert. Darauf folgte die PCR-Analyse der Klone zum Nachweis, ob das 
komplette Konstrukt in das Genom integriert wurde. 
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3.5 Identifizierung der gewonnenen Klone durch PCR-Analyse 
Die DNA der isolierten und kultivierten Klone wurde extrahiert und bezüglich der 
Integration des kompletten Promotor-Reportergen-Bereiches mittels PCR überprüft. 
Hierfür wurden Primer generiert, die weit außerhalb 5’ und 3’ der Promotor-
Reportergensequenz liegen, um sicher zu stellen, dass der gesamte funktionelle 
Bereich integriert wurde. In Abb. 3.5 werden exemplarisch die Ergebnisse der PCR 
für die verschiedenen Konstrukte gezeigt. 
 
 
Abb. 3.5: Nachweis von R1 ES-Zellklonen, die die kompletten Promotor-
Reportergen-Konstrukte stabil in die genomische DNA integriert haben. 
A: Macrosialin (CD68) Promotorkonstrukt in R1 ES Zellen; erwartete 
Fragmentlänge: 1,7kb B: iNOS Promotorkonstrukt in R1 ES Zellen; 
erwartete Fragmentlänge: 2kb C: CD14 Promotorkonstrukt in R1 ES 
Zellen; erwartete Fragmentlänge: 1,3kb D: c-fms Promotorkonstrukt in 
R1 Zellen; erwartete Fragmentlänge: 1,1kb (+ = Positivkontrolle, - = 
Negativkontrolle) 
 
In Abbildung 3.5 A sind die amplifizierten Macrosialin-Promotorkonstrukte mit einer 
Fragmentgröße von 1,7kb zu sehen. Die amplifizierten iNOS-Promotorkonstrukte, mit 
einer Fragmentgröße von 2kb, werden in Abbildung 3.5 B gezeigt. Für die 
Promotorkonstrukte von CD14 (Abb. 3.5 C) und c-fms (Abb. 3.5 D) können 
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Fragmente der Größe 1,3kb und 1,1kb gezeigt werden. Als Positivkontrolle diente die 
jeweilige Plasmid-DNA der verschiedenen Konstrukte.  
 
Konstrukt Anzahl isolierter Klone 
nach Geneticin-
Selektion 
Anzahl PCR-positiver 
Klone 
prozentualer Anteil 
PCR positiver Klone 
pEGFP-1 x Macrosialin-
Promotor 48 15 31% 
pEGFP-1 x iNOS-
Promotor 48 13 27% 
pEGFP-1 x CD14-
Promotor 48 21 43% 
pEGFP-1 x c-fms-
Promotor 48 30 62% 
Tab. 3.1: Anzahl der geneticinresistenten isolierten Klone, die das, durch PCR 
nachgewiesen, komplette Konstrukt tragen 
 
In Tab. 3.1 wird die Anzahl der PCR-positiven Klone im Verhältnis zur Anzahl der 
isolierten Klone dargestellt. Durchschnittlich haben etwa 40% der isolierten 
geneticinresistenten Klone das komplette Konstrukt in ihr Genom integriert.  
 
3.6 Differenzierung von ES-Zellen zu Makrophagen und deren 
Charakterisierung 
Die in vitro Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu Makrophagen wurde 
bereits 1991 von Wiles und Keller beschrieben. Danach griffen verschiedene 
Arbeitsgruppen das Protokoll auf und modifizierten es in unterschiedlicher Weise 
(Lieschke und Dunn, 1995; Faust et al., 1997). Erforderlich für die Differenzierung 
scheint die Bildung von „embryoid bodies“ zu sein. Diese können wahlweise in 
Methylcellulosemedium (Gel-artige Konsistenz) oder über hängende Tropfen 
(„hanging drops“) erzeugt werden. Wichtig dafür ist jedoch, dass die ES-Zellen keine 
Möglichkeit haben adhärent zu werden. Die nachfolgende Untersuchung zeigt, 
welchen Einfluss die Kulturbedingungen auf die Differenzierung haben.  
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3.6.1 Differenzierungsfähigkeit von ES–Zellen bei unter-
schiedlichen Kultivierungsbedingungen 
ES-Zellen der Linie R1 wurden vor Versuchsbeginn auf mit Gelatine (0,1%) 
beschichteten Zellkulturplatten kultiviert. Um eine vorzeitige Differenzierung zu 
vermeiden, wurde dem Medium LIF („Leukemia Inhibitory Factor“) zugegeben. Die 
Zellen wurden geerntet und je 2x104 Zellen in vier verschiedene Versuchsansätze à 
zwei 3cm Bakterienpetrischalen aufgeteilt (Doppelbestimmung). 
Ansatz a):  Flüssiges IMDM: Iscove’s Modified Dulbeccos Medium (IMDM) + 10% 
FCS (Basismedium) 
Ansatz b):  Flüssiges MΦ Differenzierungsmedium: IMDM + 10% FCS + 300mM 
Monothioglycerol (MTG) + 10% L-929 Zellüberstand als M-CSF Quelle 
+ 100U/ml IL-1 + 500U/ml IL-3 (MΦ = Makrophagen ) 
Ansatz c):  Methylcellulosemedium: Methylcellulose + IMDM + 10% FCS 
Ansatz d):  Methylcellulosemedium + MΦ Differenzierungsmedium: Methylcellulose 
+ IMDM + 10% FCS + 300mM Monothioglycerol (MTG) + 10% L-929 
Zellüberstand als M-CSF Quelle + 100U/ml IL-1 + 500U/ml IL-3 
 
Nach vier Tagen Kultivierung bei 37° C im Inkubator wurden die Ansätze zum einen 
in flüssigem IMDM + 10% FCS, zum anderen in flüssigem Makrophagen-
differenzierungsmedium weiterkultiviert und die Differenzierung verfolgt, wie die 
Abbildungen 3.6.1 und 3.6.2 zeigen.  
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a) Die embryonalen Stammzellen wurden auf Bakterienpetrischalen in flüssigem 
„Iscove’s Modified Dulbeccos“ Medium mit 10% FCS aber ohne weitere Zusätze 
kultiviert und lagen bis zum Tag 4 einzeln und abgerundet vor. Wurden diese dann in 
flüssiges Makrophagendifferenzierungsmedium mit den Zusätzen Monothioglycerol, 
M-CSF aus Kulturüberstand, IL-1 und IL-3 umgesetzt, kam es vereinzelt zur Bildung 
von Zellaggregaten, die sich kugelförmig zusammenlagerten. Die Differenzierung 
einzelner Zellen zu Makrophagen wurde möglich und zeichnete sich durch Adhärenz 
an den Boden der Bakterienpetrischale aus. Verblieben die Zellen in ihrem 
ursprünglichen Medium, konnte weder Zellaggregation noch Proliferation beobachtet 
werden. Die ausgesäten Zellen starben über den Beobachtungszeitraum ab. 
b) Wurden die embryonalen Stammzellen in flüssigem Makrophagen-
differenzierungsmedium auf Bakterienpetrischalen ausgesät, bildeten sich bis zum 
Tag 4 kugelige Zellaggregate, so genannte „embryoid bodies“ und ein ähnlicher 
Effekt wie bei der Aussaat der Zellen in Methylcellulosemedium konnte beobachtet 
werden. Nach Umsetzten der „embryoid bodies“ in IMDM + FCS ohne Zusätze, 
zerfielen diese wieder in einzelne Zellen. Es konnten jedoch einzelne adhärent 
gewordene Zellen beobachtet werden. Der überwiegende Teil der Zellen starb 
dennoch ab und es konnten viele Fragmente toter Zellen beobachtet werden. Bei 
fortlaufender Kultivierung in Makrophagendifferenzierungsmedium konnten schon am 
Tag 8 erste adhärente Zellen beobachtet werden, deren Anzahl bis Tag 23 zunahm 
und ganze „embryoid bodies“ zu adhärenten Zellen differenzierten. 
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Abb. 3.6.1: Differenzierung von embryonalen Stammzellen der Linie R1 zu 
Makrophagen bei verschiedenen Bedingungen (IMDM = Iscove’s 
Modified Dulbeccos Medium; MΦ = Makrophagen) 
50 
 Ergebnisse 
51 
c) Nach der Aussaat der Zellen in Methylcellulosemedium (Gel-artige Konsistenz) mit 
IMDM + FCS bildeten sich bis Tag 4 „embryoid bodies“. Nach Auswaschen der 
Methylcellulose wurden die „bodies“ in das jeweilige flüssige Medium umgesetzt. Die 
Differenzierung zu Makrophagen erfolgte nicht in IMDM + 10% FCS. Abgesehen von 
ein bis zwei adhärenten Zellen, zerfielen die „embryoid bodies“ und starben ab. In 
Makrophagendifferenzierungsmedium blieben die „bodies“ z. T. bis zum Tag 23 
intakt, aber es konnten nur wenig adhärente Zellen beobachtet werden. Es fand 
keine Differenzierung von ganzen „bodies“ statt, wie im Versuchsansatz b) mit 
fortlaufender Kultivierung in Makrophagendifferenzierungsmedium. 
d) In diesem Ansatz wurden die ES-Zellen in Methylcellulosemedium ausgesät, 
welches zusätzlich die für die Makrophagendifferenzierung essentiellen Zusätze 
enthielt. Bis zum Tag 4 entwickelten sich „embryoid bodies“, die sich in ihrer Größe 
nicht von denen in Ansatz c) unterschieden. Die Methylcellulose wurde am Tag 4 
ausgewaschen und die „bodies“ in die jeweiligen flüssigen Medien umgesetzt. In 
IMDM + 10% FCS zeigt sich der gleiche Verlauf, wie schon für Ansatz b) und c) 
beschrieben. Das bedeutet einzelne Zellen wurden adhärent, wobei aber die „bodies“ 
zerfielen und die meisten Zellen abstarben. Bei Kultivierung in Makrophagen-
differenzierungsmedium zeigten sich bereits am Tag 8 die ersten adhärenten Zellen. 
Die vorhandenen „bodies“ nahmen an Größe zu und bis zum Tag 23 konnte wie in b) 
bei fortlaufender Kultivierung in Makrophagen-differenzierungsmedium beobachtet 
werden, dass ganze „bodies“ zugleich differenzierten und eine Anhäufung von 
adhärenten Zellen sichtbar wurde.  
Dieses Experiment zeigt, dass es für die Differenzierung von ES-Zellen zu 
Makrophagen essentiell ist, diese von Anfang an in dem entsprechenden 
Differenzierungsmedium zu kultivieren. Dabei ist zu beachten, dass die ES Zellen die 
Möglichkeit haben so genannte „embryoid bodies“ zu bilden. Das kann in hängenden 
Tropfen, in Methylcellulose oder wie hier gezeigt, auf Bakterienpetrischalen 
geschehen. Wichtig ist dabei jedoch, dass die ES-Zellen keine Möglichkeit 
bekommen adhärent zu werden. Im Versuchsansatz b) (Makrophagen-
differenzierungsmedium ohne Methylcellulosezusatz) ließ sich beobachten, dass die 
„embryoid bodies“ dazu neigen miteinander zu aggregieren, was die Differenzierung 
negativ beeinflusst.  
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Abb. 3.6.2: Differenzierung von embryonalen Stammzellen der Linie R1 zu 
Makrophagen bei verschiedenen Bedingungen (IMDM = Iscove’s 
Modified Dulbeccos Medium; MΦ = Makrophagen) 
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Daher ist diese Art die Zellen zu kultivieren suboptimal. Die entstehenden „bodies“ 
sammeln sich durch die Bewegung beim Transport der Platten zur Beobachtung 
unter dem Mikroskop, in der Mitte an und treten dadurch leichter miteinander in 
Kontakt. Die Kultivierungsmethode der Wahl ist die Aussaat der ES-Zellen in 
Methylcellulose, einer gelartigen, zähen Flüssigkeit, in der die „bodies“ nicht 
miteinander in Kontakt treten können. Nach Auswaschen der „bodies“ aus dem 
Methylcellulosemedium ist darauf zu achten, dass nicht zu viele auf eine Platte in 
flüssigem Makrophagendifferenzierungsmedium umgesetzt werden, sonst besteht 
auch hier die Gefahr, dass „embryoid bodies“ miteinander aggregieren.  
 
3.6.2 PCR-Analyse der endogenen makrophagenspezifischen 
Marker c-fms, CD14, Macrosialin und iNOS 
Die Expression der endogenen makrophagenspezifischen Marker soll zeigen, dass 
es sich bei den auf Bakterienpetrischalen nach Differenzierung in Makrophagen-
differenzierungsmedium adhärent gewordenen Zellen auch tatsächlich um 
Makrophagen Zellen handelt. Dazu wurde die RNA der adhärenten Zellen isoliert und 
mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Mit den cDNA Primern für die Gene von 
Macrosialin, iNOS, c-fms und CD14 wurden PCRs durchgeführt und die 
entstandenen Fragmente über Auftrennung im Agarosegel und EtBr-vermittelte 
Fluoreszenz sichtbar gemacht. Zur Kontrolle wurden PCRs mit cDNA von 
Makrophagen, die aus Knochenmarksvorläuferzellen differenziert wurden, so 
genannte Knochenmarksmakrophagen und cDNA, die aus Zellen der murinen 
Makrophagenzelllinie RAW264.7 erzeugt wurde, durchgeführt. 
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Abb. 3.7 Nachweis endogener makrophagenspezifischer Gene durch RT-PCR  
1: 100bp Marker 2,3: cDNA von ESMΦ mit Primern für c-fms 4: cDNA 
von KMMΦ mit Primern für c-fms 5: cDNA von RAW264.7 Zellen mit 
Primern für c-fms 6:Negativkontrolle 7: 100bp Marker  8,9: cDNA 
von ESMΦ mit Primern für CD14 10: cDNA von KMMΦ mit Primern für 
CD14 11: cDNA von RAW264.7 Zellen mit Primern für CD14 12: 
Negativkontrolle 13,14: cDNA von ESMΦ mit Primern für Macrosialin 
15: cDNA von KMMΦ mit Primern für Macrosialin 16: cDNA von 
RAW264.7 Zellen mit Primern für Macrosialin 17: Negativkontrolle 
18,19: cDNA von ESMΦ mit Primern für iNOS 20: cDNA von KMMΦ mit 
Primern für iNOS 21: cDNA von RAW264.7 Zellen mit Primern für iNOS 
22: Negativkontrolle 23: 1kb Marker  (ESMΦ: Makrophagen aus 
embryonalen Stammzellen differenziert; KMMΦ: Makrophagen die aus 
Vorläuferzellen des Knochenmarks differenziert wurden; RAW264.7: 
murine Makrophagenzelllinie; Negativkontrolle: statt DNA H2O als 
Template eingesetzt) 
 
Die durchgeführten PCRs ergaben, dass die endogenen makrophagenspezifischen 
Gene in den auf Bakterienpetrischalen adhärent gewordenen ES-Zellen nach 
Makrophagendifferenzierung nachweisbar sind (Abb. 3.7) und jeweils die gleiche 
Fragmentgröße aufweisen, wie die damit verglichenen endogenen makrophagen-
spezifischen Gene von Knochenmarksmakrophagen und Makrophagen der Zelllinie 
RAW264.7. Das bedeutet, dass die differenzierten Zellen bezüglich der Expression 
der makrophagenspezifischen Gene c-fms, Macrosialin und CD14 vergleichbar sind 
mit Zellen, die aus Knochenmarksvorläuferzellen differenziert wurden und mit 
Makrophagen der Zelllinie RAW264.7. Für die Expression von iNOS müssen 
RAW264.7- und Knochenmarksmakrophagen mit LPS induziert werden. Auch die 
ES-Zell Makrophagen exprimierten iNOS erst nach LPS-Induktion.  
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3.6.3 Expression von makrophagenspezifischen Antigenen 
Die aus ES-Zellen differenzierten Zellen, die auf Bakterienpetrischalen Adhärenz 
zeigten, wurden auf die Expression der makrophagenspezifischen Antigene F4/80 
und CD68 hin untersucht. Dafür wurden immunchemische Färbungen von 
Zytospinpräparaten durchgeführt. Das Ergebnis ist beispielhaft für den spezifischen 
Antikörper gegen F4/80 in der nachfolgenden Abbildung dargestellt. In Kapitel 3.7.1 
sind die Ergebnisse für den Nachweis von CD68 mittels Immunfluoreszenz 
dargestellt. 
 
Abb. 3.8 A) Zytospinpräparat von Knochenmarksmakrophagen mit dem F4/80 
Erstantikörper und einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper 
gefärbt  B) Zytospinpräparat von Makrophagen aus ES-Zellen 
differenziert und wie in A) gefärbt (Vergrößerung: 400x) 
 
Das F4/80 Antigen kann, wie in Abbildung 3.8 gezeigt, in den Zytospinpräparaten 
nachgewiesen werden. Die aus ES-Zellen differenzierten Makrophagen zeigen die 
gleiche rotbraune Färbung wie die aus Knochenmarkszellen differenzierten Zellen, 
was bedeutet, dass sie ebenfalls das F4/80 Antigen tragen. Auffällig ist, dass die aus 
embryonalen Stammzellen stammenden auf Bakterienpetrischalen adhärenten 
Zellen trotz gleicher Vergrößerung größer erscheinen, als die aus dem Knochenmark 
differenzierten Makrophagen. Dies wurde untersucht und in Kapitel 3.9.2 
beschrieben. 
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3.6.4 Untersuchung der Funktionalität von ES-Zell Makrophagen 
mittels Phagozytosetest 
Die auf Bakterienpetrischalen adhärenten, aus ES-Zellen differenzierten Zellen, 
wurden funktionell mit Hilfe des Phagozytosetests analysiert. Dazu erhielten die 
Zellen für 45 Minuten eine Suspension mit fluoreszenzmarkierten („TRITC“) E. coli 
Biopartikeln. In einem zweiten Versuch wurden die Zellen anstelle von E.coli-Partikel 
mit Latexpartikel der Größe 1,7 – 2,2µm inkubiert, an die ebenfalls ein 
fluoreszierender Farbstoff („Nile red“) gekoppelt war. 
 
 
Abb. 3.9 Phagozytosetest mit fluoreszierenden Partikeln A) Makrophagen, die 
aus Knochenmarksvorläuferzellen differenziert wurden nach Aufnahme 
von E.coli-Biopartikeln B) Makrophagen, die aus ES-Zellen differenziert 
wurden nach Aufnahme von E.coli-Biopartikeln C) Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen nach Aufnahme von Latexpartikeln D) 
ES-Zell Makrophagen nach Aufnahme von Latexpartikeln 
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3.7 Differenzierung der stabil transfizierten Klone 
Nach Optimierung der Makrophagendifferenzierungsmethode wurden die stabil 
transfizierten ES-Zellklone mit den vier verschiedenen Konstrukten expandiert und zu 
Makrophagen differenziert. Die Tabelle 3.2 bietet einen Überblick über die Anzahl der 
insgesamt kultivierten Klone: 
 
Konstrukt Anzahl 
PCR-
positiver 
Klone 
Anzahl zu 
Makrophagen 
differenzierter 
Klone 
Anzahl 
fluoreszierender 
Klone 
Anzahl nicht 
fluoreszierender 
Klone 
pEGFP-1 x 
c-fms 
15 8 1 7 
pEGFP-1 x 
iNOS 
13 5 − 5  
davon ein Klon der nur im 
„embryoid body“-Stadium 
fluoreszierte 
pEGFP-1 x 
CD14 
21 9 − 9  
davon ein Klon bei dem 
einzelne adhärente Zellen 
fluoresziert haben, nicht 
reproduzierbar 
pEGFP-1 x 
Macrosialin 
30 15 − 11 
4 Klone sind nach 
Auftauen nicht mehr 
angewachsen 
Tab.:3.2  Übersicht zu Makrophagen differenzierter transfizierter ES-Zellklone 
 
Von den zu Makrophagen differenzierten ES-Zellen konnte bei einem Klon mit dem 
pEGFP-1 x c-fms-Konstrukt nach 15 Tagen Kultivierung in Differenzierungsmedium 
eine schwache grüne Fluoreszenz detektiert werden, die mit weiterer Kultivierung an 
Intensität zunahm (der Verlauf wird in Kapitel 3.8 dargestellt). Neben diesem Klon 
konnten zwar auch bei einem Klon mit dem CD14-Konstrukt nach Makrophagen-
differenzierung adhärente fluoreszierende Zellen beobachtet werden, jedoch nur von 
einem „embryoid body“ ausgehend und einmalig. Weiterhin konnte bei einem Klon 
mit dem iNOS-Konstrukt grüne Fluoreszenz in „embryoid bodies“ beobachtet werden, 
doch mit Adhärenz der Zellen verschwand die Fluoreszenz wieder. Auch dieser 
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Vorgang konnte nur einmal beobachtet werden und ließ sich nicht reproduzieren. Die 
Differenz zwischen der Anzahl PCR-positiver Klone und derAnzahl der zu 
Makrophagen differenzierten Klone kommt dadurch zustande, dass sich nach dem 
Auftauen nicht mehr alle PCR-positiven Klone expandieren ließen. 
 
3.7.1 Nachweis makrophagenspezifischer Oberflächenantigene 
mittels Immunfluoreszenz 
Die in Kapitel 3.7 differenzierten Klone wurden nach der Differenzierung auf ihre 
Oberflächenantigenausstattung hin untersucht, um auszuschließen, dass es sich bei 
den adhärenten Zellen möglicherweise nicht um Makrophagen handelt und deshalb 
die Promotor-Reporter-Konstrukte nicht oder nur partiell aktiv werden konnten.  
Die Abbildung 3.10 zeigt die Färbung der Zellen gegen das CD68 (Macrosialin) 
Antigen. Dazu wurden R1 Zellen mit den Konstrukten pEGFP-1 x c-fms Klon A1, 
pEGFP-1 x CD14 Klon A1, pEGFP-1 x iNOS Klon D5, pEGFP-1 x CD68 Klon A8 und 
Knochenmarksvorläuferzellen (BMDC) zu Makrophagen differenziert, die Zellen auf 
Glasobjektträgern kultiviert und nach Fixierung mit dem makrophagenspezifischen 
Antikörper inkubiert. Die Detektion des Erstantikörpers erfolgte mit dem 
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten (Alexa® 546) Zweitantikörper. Die in der Abbildung 
dargestellten Kontrollen (Inkubation der Zellen ohne Erstantikörper) dienen dazu, die 
Spezifität des Erstantikörpers zu verdeutlichen und eine unspezifische Bindung des 
Zweitantikörpers auszuschließen.  
 
 Ergebnisse 
 
Abb.: 3.10 Immunfluoreszenznachweis des Antigens CD68 (Macrosialin) der zu 
Makrophagen differenzierten R1 Klone A) Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen B) Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen, Kontrolle C) Makrophagen aus R1 Klon 
pEGFP-1 x CD14 A1 D) Makrophagen aus R1 Klon pEGFP-1 x CD14 
A1, Kontrolle E) Makrophagen aus R1 Klon pEGFP-1 x Macrosialin A8 
F) Makrophagen aus R1 Klon pEGFP-1 x Macrosialin A8, Kontrolle G) 
Makrophagen aus R1 Klon pEGFP-1 x c-fms A1 H) Makrophagen aus 
R1 Klon pEGFP-1 x c-fms A1, Kontrolle I) Makrophagen aus R1 Klon 
pEGFP-1 x iNOS D5 J) Makrophagen aus R1 Klon pEGFP-1 x iNOS 
D5, Kontrolle (Vergrößerung: 400x) 
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3.8 Verlauf der Differenzierung dargestellt anhand von EGFP-
Expression unter Kontrolle des c-fms-Promotors 
Der zeitliche Ablauf der Differenzierung von embryonalen Stammzellen ließ sich mit 
dem generierten Klon pEGFP-1 x c-fms A1 verfolgen. Die Abbildung 3.11 zeigt den 
Verlauf von dem Zeitpunkt, ab dem die ersten Zellen begannen aus den „embryoid 
bodies“ auszuwachsen und auf Bakterienpetrischalen adhärent zu werden. Dies 
konnte ab Tag 15 der Kultivierung beobachtet werden. 
 
 
Abb.: 3.11 Verlauf der Differenzierung von ES-Zellen mit dem Konstrukt pEGFP-1 
x c-fms zu fluoreszierenden Makrophagen (Durchlicht- und 
Fluoreszenzaufnahme) 
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Bis zum Tag 21 wanderten immer mehr Zellen aus den „embryoid bodies“ aus und 
die grüne Fluoreszenz der Zellen verstärkte sich. Zum Tag 28 hin waren die Platten 
konfluent mit grün fluoreszierenden Makrophagen besiedelt. Gleichzeitig waren noch 
immer „embryoid bodies“ vorhanden, aus denen Zellen auswanderten, wie in der 
Abbildung 3.11 für den Tag 30 dargestellt wird. Einige „embryoid bodies“ erschienen 
als Ganzes oder auch partiell grün fluoreszierend. Vermutlich fand die 
Differenzierung der Zellen schon innerhalb der „bodies“ statt. Von dicht mit 
ausgewachsenen Zellen besiedelten Platten, wurden die „embryoid bodies“, die sich 
noch im Kulturüberstand befanden auf neue Bakterienpetrischalen überführt. Auch 
nach über 30 Tagen in Kultur konnte beobachtet werden, dass Zellen aus den 
„embryoid bodies“ auswanderten und adhärent wurden. 
 
3.8.1 FACS-Analysen der fluoreszierenden Makrophagen aus ES-
Zellen mit dem c-fms-Konstrukt 
Um den Anteil der fluoreszierenden Zellen des R1 Klons pEGFP-1 x c-fms A1 zu 
quantifizieren, wurde eine FACS-Analyse durchgeführt, d.h. im Durchflusszytometer 
die Anzahl der leuchtenden Zellen bestimmt. Dabei dienten untransfizierte Zellen, die 
aus embryonalen Stammzellen zu Makrophagen differenziert wurden als Referenz. 
Im Durchflusszytometer kann neben der Fluoreszenzintensität der Zellen auch ihre 
Größe bestimmt werden und dadurch in einem Gemisch von unterschiedlich großen 
Zellen, die einzelnen Populationen isoliert betrachtet werden.  
Das linke Histogramm in Abbildung 3.12 zeigt den als Makrophagen klassifizierten 
Anteil der Zellen, der dadurch, dass die Zellen untransfiziert waren, keine 
Fluoreszenz aufwies. Der als M1 eingezeichnete Bereich wurde als 100% nicht 
fluoreszierende Zellen gesetzt und in das rechte Histogramm übertragen.  
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Abb.: 3.12 FACS-Analyse des zu Makrophagen differenzierten R1 Klons pEGFP-1 
x c-fms A1 
M2 bezeichnet den prozentualen Anteil der fluoreszierenden Zellen. Für die 
untransfizierten Zellen gilt also: M1 = 100% und M2 = 0%. Für die mit dem pEGFP-1 
x c-fms-Konstrukt transfizierten Zellen gilt: M1 = 91,6% und M2 = 8,4%. Das 
bedeutet, dass in 8,4% der zu Makrophagen differenzierten Zellen das stabil 
transfizierte Konstrukt aktiv war und grün fluoreszierendes Protein synthetisiert 
wurde. 
 
3.9 Vergleich von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen 
mit Makrophagen aus Knochenmarksvorläufern  
Bei Durchführung der verschiedenen Experimente zur Differenzierung von 
embryonalen Stammzellen zu Makrophagen wurden zur Kontrolle auch immer Zellen 
mitgeführt, die aus Knochenmarksvorläuferzellen zu Makrophagen differenziert 
wurden, also den klassischen Weg der Makrophagendifferenzierung vollzogen 
haben. Es erschien als ein interessanter Aspekt, die beiden Arten von Makrophagen 
mit unterschiedlicher Herkunft, aber dem gleichen genetischen Hintergrund genauer 
zu untersuchen und miteinander zu vergleichen. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen werden in den nachfolgenden Punkten beschrieben. 
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3.9.1 Vergleich der Expression des makrophagenspezifischen 
Antigens Macrosialin durch Immunfluoreszenzfärbungen 
Die Abbildung 3.13 zeigt den direkten Vergleich zwischen untransfizierten zu 
Makrophagen differenzierten R1 Zellen und den aus Knochenmarksvorläuferzellen 
differenzierten Makrophagen bezüglich des spezifischen Antigens Macrosialin 
(CD68). Deutlich zu sehen ist, dass die ES-Zell Makrophagen ebenso wie die 
Knochenmarksmakrophagen rot fluoreszieren. Das bedeutet, dass bei beiden 
Zelltypen in allen Zellen das Antigen Macrosialin nachweisbar und damit vorhanden 
sind. In diesem Punkt unterscheiden sich die beiden Makrophagenarten nicht.  
 
 
Abb.: 3.13  Direkter Vergleich der Oberflächenantigene von Makrophagen aus 
untransfizierten R1 Zellen und Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen A) Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen mit anti-CD68 Erstantikörper und Alexa® 
546 anti-Ratte Zweitantikörper B) Makrophagen aus 
Knochenmarkvorläuferzellen mit Alexa® 546 anti-Ratte Zweitantikörper 
ohne Erstantikörper C) ES-Zell Makrophagen mit anti-CD68 
Erstantikörper und Alexa® 546 anti-Ratte Zweitantikörper D) ES-Zell 
Makrophagen mit Alexa® 546 anti-Ratte Zweitantikörper ohne 
Erstantikörper (Vergößerung: 400x) 
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3.9.2 Untersuchungen zur Zellgröße 
Bei der Untersuchung der Oberflächenantigene fiel auf, dass die Zellen, die aus 
embryonalen Stammzellen differenzierten wurden größer erscheinen, als die Zellen, 
die aus Knochenmarksvorläuferzellen zu Makrophagen differenziert wurden. Um 
diese Beobachtung zu bestätigen wurden beide Zellarten sowohl durch FACS-
Analyse, als auch durch die computergestütze Flächenbestimmung am Mikroskop 
auf ihre Größe hin untersucht (Software Diskus 4.50 FireWire; Diskus 
Mikroskopische Diskussion, Carl H. Hilgers, Technisches Büro). Die Ergebnisse sind 
in Abbildung 3.14 dargestellt. 
 
Abb.: 3.14 Größenbestimmung von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen 
und Makrophagen aus Knochenmarksvorläuferzellen A) Bestimmung der 
Fläche von adhärenten KMMΦ B) Bestimmung der Fläche von 
adhärenten ESMΦ C) Größenverteilung der KMMΦ im FACS D) 
Größenverteilung von ESMΦ im FACS 
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Die durchschnittliche Fläche von adhärenten Knochenmarksmakrophagen beträgt 
204µm2, die von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen 328µm2. Das 
bedeutet, dass die Makrophagen aus embryonalen Stammzellen im adhärenten 
Zustand durchschnittlich 1,6fach größer sind, als die Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen. Im Histogramm der FACS-Analyse wird der Bereich 
ausgewählt, in dem sich die meisten Zellen befinden (M1). Dieser liegt für die 
Knochenmarkmakrophagen zwischen 167 und 1286 im „forward scatter“ (FSC-H; ist 
proportional der Zelloberfläche bzw. Zellgröße). Der Medianwert ist bei einer 
Messreihe jener Wert, der gleich viele größere wie kleinere Werte neben sich hat. 
Für den ausgewählten Bereich M1 beträgt dieser 445 bezüglich der 
Größeneinteilung. Der ausgewählte Bereich für die Makrophagen aus embryonalen 
Stammzellen wurde auf den Bereich zwischen 235 und 1778 im „forward scatter“ 
festgelegt. Der Medianwert für diesen Bereich liegt bei 710. Setzt man die beiden 
Medianwerte zu einander ins Verhältnis, ergibt sich, dass die ES-Zell Makrophagen 
um das 1,6fache größer sind. Sowohl für adhärente als auch für Zellen in 
Suspension gilt ein Größenunterschied um das 1,6fache zwischen Makrophagen die 
aus embryonalen Stammzellen differenziert wurden und Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen. 
 
3.9.3 Proliferationspotential der zu Makrophagen differenzierten 
Zellen unterschiedlichen Ursprungs 
Die Fragestellung dieser Untersuchung war, ob aus embryonalen Stammzellen 
differenzierte Makrophagen in der Lage sind zu proliferieren, nachdem sie auf 
Bakterienpetrischalen adhärent geworden sind. Gleichzeitig wurde das 
Proliferationspotential von Makrophagen, die aus Knochenmarksvorläuferzellen 
differenziert wurden untersucht und miteinander verglichen. Zum Zeitpunkt t0 wurden 
jeweils drei Platten mit 1x105 Zellen besiedelt und dann nach jeweils 7, 14 und 21 
Tagen die Zellzahl bestimmt (n=3). 
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Abb.: 3.15 Proliferationsverhalten von Makrophagen differenziert aus embryonalen 
Stammzellen (EBMP R1) im Vergleich zu aus 
Knochenmarksvorläuferzellen differenzierten Makrophagen (129Sv 
BMDC) 
 
Die Proliferationskurve für die Makrophagen aus den Knochenmarksvorläuferzellen 
stieg von Tag 0 bis Tag 7 steil an und die Zellen vermehrten sich um das Acht- bis 
Neunfache. Ab Tag 7 ließ die Proliferation nach und die Zellzahl begann sich zu 
verringern, wobei sich eine Art Plateau bildete. Von Tag 14 bis Tag 21 verringerte 
sich die Anzahl der Zellen auf weniger als die ursprünglich ausgesäte Zellzahl. Die 
Makrophagen aus den R1 Zellen proliferierten ebenfalls, aber nicht so stark wie die 
aus Knochenmarksvorläufern. Hier betrug die Vermehrung der Zellen innerhalb der 
ersten sieben Tage das Zwei- bis Dreifache. Die Proliferation verlief von Tag 7 bis 
Tag 14 etwas schwächer, so dass die Zellen sich um das ca. Anderthalbfache 
vermehrten. Die Proliferation hielt aber länger an, als bei den Zellen aus 
Knochenmarksvorläufern und betrug von Tag 14 bis Tag 21 weiterhin etwa das 
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Anderthalbfache. Mit diesem Ergebnis wurde ein weiterer Unterschied zwischen ES-
Zell Makrophagen und Knochenmarksmakrophagen festgestellt. 
 
3.9.4 Expressionsanalyse der beiden Makrophagenarten 
unterschiedlichen Ursprungs anhand eines DNA-Array 
Zur Erfassung des Expressionsmusters wurde die RNA von embryonalen 
Stammzellen und von Knochenmarksvorläuferzellen, die jeweils zuvor in vitro zu 
Makrophagen differenziert wurden, isoliert. Es erfolgte die Hybridisierung mit 
Oligonukleotiden von ca. 45.000 Mausgenen auf Affymetrix DNA-Arrays vom Typ 
430 2.0. Mit dem GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix) wurde quantitativ erfasst, an 
welche Oligonukleotide wie viel RNA gebunden hat. Sowohl für die aus ES-Zellen 
differenzierten Makrophagen, als auch für aus Knochenmarksvorläuferzellen 
differenzierten Makrophagen wurden je zwei Arrays hybridisiert, d.h. es wurde eine 
Doppelbestimmung durchgeführt. Nach Validierung der resultierenden Daten erfolgte 
ein Vergleich der Genexpression von beiden Makrophagenarten. In Abbildung 3.16 
wird einen Überblick über die Anzahl der exprimierten bzw. nicht exprimierten Gene 
dargestellt.  
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Abb. 3.16: Überblick über die Anzahl von exprimierten und nicht exprimierten 
Genen  
 
In den Makrophagen, die aus Knochenmarksvorläufern stammen, wurden zum 
Zeitpunkt der RNA-Isolation 17.195 Gene (38,1%) exprimiert, während in den 
Makrophagen aus embryonalen Stammzellen 17.256 Gene (38,3%) exprimiert 
wurden. Von diesen wurden 15.366 Gene (34,1%) in beiden Makrophagenarten 
exprimiert. Die Zahl der Gene, die weder in Makrophagen aus Knochenmarkszellen 
noch in Makrophagen aus embryonalen Stammzellen exprimiert wurden, beläuft sich 
auf 20.676 (45,8%). Insgesamt 5.249 Gene (11,6%) zeigten kein einheitliches 
Expressionsmuster innerhalb der Experimentgruppen und wurden daher nicht weiter 
berücksichtigt. 
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Von den 15.366 Genen, die von beiden Makrophagenarten exprimiert wurden, 
konnten 2.754 Gene (17,9%) als stark exprimiert und 2.607 (16,9%) Gene als 
schwach exprimiert eingestuft werden. Insgesamt 37.096 Gene (82,2%) von den auf 
dem Array vorhandenen Genen unterscheiden sich nicht in ihrer Expressionsstärke. 
Das bedeutet eine Übereinstimmung von 82,2% der Genexpression zwischen 
Knochenmarksmakrophagen und Makrophagen aus ES-Zellen.  
Zur näheren Betrachtung wurden die Gene ausgewählt, die sich in dreifacher 
Expressionsstärke bezüglich der beiden Makrophagenarten voneinander 
unterschieden. Dabei handelte es sich um etwa 1.000 Gene, deren Analyse über die 
Software GoMiner (Zeeberg et al., 2003) erfolgte. Diese Software ermöglicht eine 
Unterteilung der ausgesuchten Gene nach Funktionalitäten. Die Gene werden, 
ausgehend von der Einteilung in die übergeordneten Funktionen  
- biologische Prozesse, 
- zelluläre Komponenten und  
- molekulare Funktion  
weiter unterteilt. Da ein Gen an mehreren Funktionen gleichzeitig beteiligt sein kann, 
ist in der Regel die Summe aller an den jeweiligen Funktionen beteiligten Gene 
größer, als die Gesamtzahl der betrachteten Gene. Die Abbildung 3.17 zeigt 
beispielhaft für alle Gene, die in biologischen Prozessen involviert sind, die 
Verteilung in die jeweiligen Unterfunktionen  
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Abb. 3.17: Prozentualer Anteil der Gene (dreifacher Expressionsunterschied zw. 
KMMΦ und ESMΦ), die in verschiedene biologische Prozesse involviert 
sind  
 
An der übergeordneten Funktion „biologische Prozesse“ sind 500 der 1.000 
ausgewählten Gene beteiligt (bei „zelluläre Komponenten“ 496 Gene und bei 
„molekulare Funktion“ 526 Gene). Die Prozentangaben der Verteilung auf die 
Unterfunktionen beziehen sich somit auf die 500 Gene. Auch in diesem Fall kann ein 
Gen gleichzeitig in mehrere Unterfunktionen involviert sein. So sind 87,4% der 500 
Gene an zellulären Prozessen und gleichzeitig 84,6% an physiologischen Prozessen 
beteiligt.  
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Zur übergeordneten Funktion „biologische Prozesse“ gehört unter anderem auch die 
Differenzierung von Zellen. Speziell im Zusammenhang mit der Differenzierung zu 
Makrophagen stellten sich, unter Anwendung der Software, Expressionsunterschiede 
für die folgenden Gene heraus, die in Tabelle 3.4 aufgelistet sind. 
 
Gene, die nach Analyse in die 
Makrophagendifferenzierungs-
prozesse involviert sind und 
sich in ihrer Expression um 
Faktor 3 unterscheiden 
Gene, die nach Analyse in die 
Makrophagehdifferenzierungs-
prozesse involviert sind mit 
Expressionsunterschiede 
<Faktor 3 
Gene, die als 
makrophagenspezifische 
Marker ausgesucht 
wurden 
Bin1  
bridging integrator 1 (protein binding) 
Cdc42 
cell division cycle 42 
c-fms (Csf1R)  
macrophage colony stimulating 
factor receptor 
BmpR1a 
bone morphogenetic protein receptor type 
1A 
Gab3 
growth factor receptor bound protein 2 
associated protein 3 
iNOS (Nos2) 
induced nitric oxide synthase 
Csf1 
colony stimulating factor 1 
Csf2 
colony stimulating factor 2 (granulocyte-
macrophage) 
Macrosialin (CD 68) 
transmembrane protein 
Ctgf 
connective tissue growth factor 
CebpA 
CCAAT/enhancer binding protein 
CD 14 
LPS receptor 
Dusp6 
dual specifity phosphatase 6 
IL31RA 
IL31 receptor A, gp 130-like monocyte 
receptor 
C5R1 (CD 88) 
complement component 5  
receptor 1 
Eda2R 
ectodysplasin A2 isoform receptor 
SpiB 
Ets transcription factor Spi-B 
IfngR2 (CD 119) 
interferon gamma receptor 
 Fmip 
FMS interacting protein 
 
 Cbfb 
core binding factor beta 
 
 Sp3 
transcription factor 
 
Tab.: 3.4 Auflistung der Gene die nach Expressionsanalyse in die Makrophagen-
differenzierung involviert sind oder makrophagenspezifische Marker 
 
Das Diagramm in Abbildung 3.18 zeigt die jeweiligen Expressionsunterschiede der 
aufgelisteten Gene zwischen ES-Zell-Makrophagen und Knochenmarks-
makrophagen. 
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Abb. 3.18 Darstellung der Expressionsstärke der makrophagenspezifischen Gene 
und der Gene die in die Makrophagendifferenzierung involviert sind  
 
Die Gene Bin1, BmpR1a, Csf1, Ctgf, Dusp6 und Eda2R wurden in den Makrophagen 
aus ES-Zellen exprimiert, während BmpR1a, Ctgf und Eda2R in den Makrophagen 
aus Knochenmarksvorläuferzellen als nicht exprimiert eingestuft wurden. Csf1 und 
Dusp6 wurden ebenfalls in den Knochenmarksmakrophagen exprimiert, allerdings 
um Faktor 3 geringer als in den Vergleichszellen. Die Expression von Bin1 hingegen 
war in den Knochenmarksmakrophagen 2,9fach stärker als in den R1 Makrophagen.  
Von beiden Makrophagenarten als nicht exprimiert wurden die Gene Csf2, CebpA 
und IL31RA detektiert. Von beiden exprimiert hingegen, wurden die Gene für Cdc42, 
Fmip, Cbfb und Sp3, wenn auch die Stärke der Expression in den Zellen aus 
Knochenmarksvorläufern im Schnitt um den Faktor 1,3 höher lag. Unterschiede gab 
es bei der Expression von SpiB. Das Gen wurde von Makrophagen aus 
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Knochenmarksvorläufern exprimiert, aber nicht von Makrophagen aus ES-Zellen. Die 
Expression von Gab3 war so schwach, dass sie von den Knochenmarks-
makrophagen als nicht exprimiert, aber, obwohl die Expressionstärke vom 
Zahlenwert her nur wenig höher war, für die ES-Zell Makrophagen als exprimiert 
eingestuft wurde.  
Die ausgesuchten makrophagenspezifischen Marker c-fms (Csf1r), CD14 und 
Macrosialin (CD68) wurden von beiden Makrophagenarten exprimiert, während iNOS 
(NOS2) von beiden nicht exprimiert wurde, was darauf hindeutet, dass die Zellen 
sich vor der RNA-Isolation in einem nicht aktivierten Zustand befanden. Die 
Expression von CD14 (1,2fach) und Macrosialin (1,1fach) ist in den Makrophagen 
aus Knochenmarksvorläufern ein wenig stärker. Die Oberflächenantigene CD88 
(C5R1) und CD119 (Ifngr2) wurden von beiden Makrophagenarten exprimiert, wobei 
die Expressionstärke mit Faktor 1,1 bei CD119 und Faktor 3,1 bei CD88 in 
Makrophagen aus ES-Zellen erhöht vorlag. 
Das bedeutet, dass sich von insgesamt 21 näher betrachteten Genen (Tab. 3.4, Abb. 
3.19) sechzehn Gene, abgesehen von der Expressionsstärke, im Expressionsmuster 
gleichen. Damit ist gemeint, dass ein Gen von beiden Makrophagenarten exprimiert 
wird oder nicht exprimiert wird. Bei fünf Genen ergibt sich ein unterschiedliches 
Expressionsmuster womit gemeint ist, dass das gleiche Gen von der einen 
Makrophagenart exprimiert wird, aber nicht von der anderen. Unter Berücksichtigung 
der Expressionsstärke unterscheiden sich insgesamt acht Gene um ≥Faktor 3. Die 
nähere Betrachtung dieser Gene gab Aufschluss über die Unterschiede zwischen 
Makrophagen aus dem Knochenmark und Makrophagen, die aus ES-Zellen 
differenziert wurden. 
Von den ca. 1.000 Genen, die sich um den Faktor 3 in ihrer Expressionstärke 
unterscheiden, konnten sieben mit der Differenzierung von Makrophagen in 
Zusammenhang gebracht werden (Bin1, BmpR1a, Csf1, Ctgf, Dusp6, Eda2R, SpiB1) 
und ein Gen mit der Funktion von Makrophagen (C5R1). Die noch nicht analysierten 
und daher nicht beschriebenen Gene bieten eine Grundlage zur weiteren 
Charakterisierung der Unterschiede von ES-Zell-Makrophagen und 
Knochenmarksmakrophagen.  
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4 Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein mit einem makrophagenspezifischen 
Promotor-Reportergen-Konstrukt stabil transfizierter ES-Zell Klon in vitro zu 
Makrophagen differenziert werden. Die Einführung eines Fluoreszenzmarkers 
ermöglichte ein in situ „monitoring“ der Differenzierung. Eine ähnliche Strategie, 
jedoch mit anderer Zielsetzung, wurde von Sasmono et al. (2003) bezüglich der 
Generierung eines c-fms-Promotor-EGFP-Konstruktes verfolgt. In der Publikation 
sind Untersuchungen des c-fms Promotors in Bezug auf die verschiedenen 
Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren sowie der Unterschied zwischen dem 
humanen und murinen c-fms Promotor beschrieben. In der vorliegenden Arbeit 
standen die Differenzierungswege von Makrophagen aus embryonalen Stammzellen 
im Vordergrund. 
Einen weiteren Schwerpunkt der Arbeit bildete die Charakterisierung von 
Makrophagen aus embryonalen Stammzellen, die nicht wie Makrophagen aus dem 
Knochenmark den klassischen Weg der Differenzierung vollzogen haben. Bislang 
haben nur Lindmark et al. (2004) Makrophagen mit unterschiedlicher Herkunft 
(Peritonealmakrophagen, Makrophagenzelllinien und Makrophagen aus embryonalen 
Stammzellen) anhand von Expressionsanalysen charakterisiert. In der vorliegenden 
Arbeit wurde erstmalig der Unterschied zwischen Makrophagen die aus embryonalen 
Stammzellen differenziert wurden und Makrophagen die aus 
Knochenmarksvorläuferzellen differenziert wurden untersucht. Es konnte gezeigt 
werden, dass sich die beiden Makrophagenarten in ihrem Proliferationsverhalten, der 
Zellgröße und der Expression von bestimmten Genen unterscheiden, die, nach 
Analyse, in Differenzierungsvorgänge involviert sind. Keinen Unterschied gab es 
bezüglich des Phagozytoseverhaltens, der Expression makrophagenspezifischer 
Oberflächenantigene (Proteinebene) und der Expression der ausgewählten 
makrophagenspezifischen Marker (Genebene). 
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4.1 Differenzierung der stabil transfizierten ES Zellen mit 
unterschiedlichen Promotor-Reporter-Konstrukten 
Zur Untersuchung der Differenzierungswege in der Hämatopoese gibt es eine Reihe 
von experimentellen Strategien, beispielsweise die Knock-out Technik, bei der das 
zu untersuchende Gen, z.B. für einen bestimmten Transkriptions- oder 
Wachstumsfaktor gezielt ausgeschaltet oder überexprimiert wird (Henkel et al., 1999; 
McIvor et al., 2003). Um Differenzierungsvorgänge sichtbar machen zu können, gibt 
es die Möglichkeit den Promotor des zu betrachtenden Gens an ein Reportergen zu 
koppeln, das Konstrukt in das Genom der zu untersuchenden Zellen zu integrieren 
und damit die Expression des Genes sichtbar zu machen (Tkachuk and Gisler, 
1997). Allgemein ist das Sichtbarmachen von Genexpression mit EGFP als 
Reportergen seit 1997 verbreitet (Okabe et al., 1997). Klonierungsvektoren, die 
Sequenzen für fluoreszierende Proteine enthalten sind kommerziell erhältlich und 
lassen sich für unterschiedliche Organismen verwenden (Yoshida and Mishina, 2003; 
Pinkerton et al., 2000; Horn and Wimmer, 2000). Eine stabile Transfektion der ES-
Zellen hat den Vorteil zum einen die Nachstellung der Differenzierung in vitro relativ 
einfach zu handhaben und zu verfolgen, zum anderen können aus erfolgreich 
transfizierten Zellklonen transgene Mäuse generiert werden, die eine Verfolgung der 
Vorgänge in vivo ermöglichen (Fedorov et al., 1997; Fijnvandraat et al., 2003).  
Nachdem die erzeugten Promotorkonstrukte für c-fms, CD14, Macrosialin und iNOS 
stabil in embryonale Stammzellen der Linie R1 transfiziert wurden, konnten die 
erhaltenen Klone in Makrophagen differenziert werden. Ein mit dem c-fms-Konstrukt 
versehener ES-Zell Klon zeigte die gewünschte grüne Fluoreszenz, die ab Tag 15 
der Differenzierung sichtbar wurde. Der Verlauf der Differenzierung konnte anhand 
der Zunahme von adhärenten Zellen und deren Verstärkung der Fluoreszenz 
beobachtet werden. Interessanter Weise kommt es schon innerhalb der „embryoid 
bodies“ zur Makrophagendifferenzierung, wie die grüne Fluoreszenz der „bodies“ 
zeigte. Es ist bekannt, dass sich in der embryonalen Hämatopoese bereits 
Makrophagen in den so genannten Blutinseln („blood islands“) des Dottersacks von 
Embryonen identifizieren lassen (Palis et al., 1999; Herbomel, Thisse and Thisse, 
1999; Enzan, 1986). Es wird postuliert, dass die Abläufe während der Differenzierung 
in den „embryoid bodies“ in vitro, denen in der frühen Embryonalentwicklung in vivo 
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sehr ähnlich sind (Keller, 2005). Daher kann es sein, dass sich bereits in den 
„embryoid bodies“ Makrophagen entwickelt haben und dadurch der 
makrophagenspezifische Promotor c-fms aktiv ist.  
Die Klone mit den Promotor-Reportergen-Konstrukten der makrophagenspezifischen 
Gene CD14, Macrosialin und iNOS zeigten jedoch, bei Vernachlässigung des kurzen 
nicht reproduzierbaren „Aufflackerns“ von zwei Klonen, nach Differenzierung keine 
grüne Fluoreszenz. Auch nach Stimulation der differenzierten Zellen mit 
Lipopolysaccharid (LPS) oder dem Phorbolester TPA konnte keine grüne 
Fluoreszenz detektiert werden. Da, anders als beim so genannten „gene targeting“, 
keine gezielte, sondern eine zufällige Integration der transfizierten DNA Fragmente 
ins Genom der ES Zellen erfolgte, kann es sein, dass die Konstrukte in Regionen 
integriert wurden, die selten abgelesen oder durch bestimmte Faktoren während der 
Differenzierung inhibiert werden und dadurch keine Expression möglich war. Das 
Verhältnis von GFP-exprimierenden zu geneticinresistenten Klonen liegt für das c-
fms Konstrukt bei 1:48. Die Verhältnisse von selektierten zu Zielgen-exprimierenden 
Klonen können zwischen 1:40 und 1:500 variieren und sind dabei stark von den 
Eigenschaften der Konstrukte abhängig (Hasty et al., 1991). Die Differenzierung 
einer höheren Anzahl von stabilen Klonen könnte also dazu führen einen weiteren 
GFP-exprimierenden Klon zu detektieren. Mit Überprüfung der Funktionalität durch 
transiente Transfektion in Makrophagen der Zelllinie RAW264.7 konnte 
ausgeschlossen werden, dass die Konstrukte möglicherweise nicht funktionell aktiv 
sind. Die Makrophagenspezifität zeigte sich dadurch, dass mit den Konstrukten 
transfizierte 3T3-Fibroblasten keine grüne Fluoreszenz zeigten. 
 
4.2 Identifizierung der Makrophagen aus embryonalen 
Stammzellen  
Beruhend auf dem Protokoll von Wiles (1993) wurden verschiedene modifizierte 
Differenzierungsprotokolle publiziert (Lieschke and Dunn, 1995; Faust et al., 1998). 
In eigenen Untersuchungen zu den Bedingungen der Differenzierung von 
embryonalen Stammzellen zu Makrophagen hat sich herausgestellt, dass die 
Kultivierung in Differenzierungsmedium von Anfang an notwendig ist, um 
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ausreichende Mengen an Makrophagen zu erhalten. Die über Adhärenz an die 
Oberfläche der Bakterienpetrischale angereicherten Zellen waren nach funktioneller 
und phänotypischer Analyse zu rund 100% als Makrophagen identifizierbar. Ganz 
selten konnten trotz der im Makrophagendifferenzierungsmedium enthaltenden 
Wachstumsfaktoren schlagende „embryoid bodies“ beobachtet werden. Seit Beginn 
der neunziger Jahre ist bekannt, dass bei der Differenzierung von ES-Zellen spontan 
Kardiomyozyten entstehen können (Maltsev et al., 1993, Robbins et al., 1990). Das 
bedeutet, dass die Differenzierung der ES-Zellen zu Makrophagen gerichtet 
abgelaufen ist, es aber dennoch innerhalb der „embryoid bodies“ zur Differenzierung 
in andere Zellarten kommen konnte. Eine mögliche Ursache wäre, dass die 
Verteilung der Mediumzusätze aufgrund der gel-artigen Konsistenz der 
Methylzellulose nicht gleichmäßig erfolgte und die darin ausgesäten ES-Zellen in 
Bereichen zu „embryoid bodies“ heranreiften, in denen die Konzentration der 
Wachstumsfaktoren zu gering waren. Dies kann eine spontane Differenzierung zu 
schlagenden „embryoid bodies“ nach sich ziehen. 
 
4.2.1 Expression endogener Marker 
Die Expression der ausgewählten und in der Einleitung beschriebenen 
makrophagenspezifischen Marker konnten in den aus ES-Zellen generierten 
Makrophagen über die RT-PCR-Analyse nachgewiesen werden. Der Vergleich mit 
Makrophagen aus Knochenmarksvorläuferzellen und Makrophagen der Linie 
RAW264.7 zeigte, dass sich die charakteristischen Banden nach Gelelektrophorese 
auf gleicher Höhe befanden. Das bedeutet, dass die ES-Zell-Makrophagen die Gene 
für CD14, Macrosialin und c-fms exprimieren. Dieses Ergebnis stimmt mit dem der 
Expressionsanalyse anhand der DNA-Arrays und denen einer Studie von Lindmark 
et al. (2004) überein. Nach Stimulation mit LPS exprimierten die ES-Zell 
Makrophagen iNOS, was bedeutet, dass sie sich bezüglich dieses inflammatorischen 
Markers genauso verhalten wie die Knochenmarksmakrophagen und die der Zelllinie 
RAW264.7. 
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4.2.2 Expression makrophagenspezifischer Antigene 
Die Makrophagen, die aus embryonalen Stammzellen differenziert wurden, sind 
Macrosialin (CD68) positiv, wie die Ergebnisse der immuncytologischen 
Untersuchung gezeigt haben. Die Färbungen der makrophagenspezifischen Marker 
c-fms, iNOS und CD14 ließen sich nicht eindeutig als positiv zuordnen. Da diese 
Marker auf Genebene nachweisbar waren, also exprimiert wurden, sollten sie auch 
auf Proteinebene detektierbar sein, sofern in den Zellen keine Restriktion für die 
Synthese stattgefunden hat. Möglicherweise waren die verwendeten Erstantikörper 
nicht tauglich, was übereinstimmende negative Ergebnisse mit verschiedenen 
Färbetechniken und Zellen nahe legen.  
Dass CD68 bzw. Macrosialin ein hochspezifischer Marker für Makrophagen ist, zeigt 
die Verwendung des Macrosialin oder CD68-Promotors, der für die gezielte 
Expression von zu untersuchenden Genen in Makrophagen eingesetzt wird (Gough 
et al., 2001; Lang et al., 2002). Die durchgeführten Immunfärbungen der 
Zytospinpräparate mit dem F4/80 Antikörper bestätigen, dass es sich bei den 
differenzierten Zellen um Makrophagen handelt, da dieser Antikörper ebenfalls 
spezifisch für Makrophagen ist (Hume et al., 1983; Hume, Perry and Gordon, 1984; 
Gordon et al., 1992,). Bei F4/80 handelt es sich um ein für Mausmakrophagen 
spezifisches Oberflächenglykoprotein, das sieben Transmembrandomänen (TM7) 
enthält und homolog zu Mitgliedern der „epidermal growth factor (EGF)-TM7“-Familie 
ist (McKnight et al., 1996). Die Funktion des Proteins ist jedoch noch nicht vollständig 
geklärt und, wie durch F4/80 defiziente Mäuse gezeigt werden konnte, nicht 
essentiell für die Differenzierung von Makrophagen (Schaller et al., 2002). 
Möglicherweise ist es aber bei der immunologischen Toleranz von Bedeutung (van 
den Berg and Kraal, 2005).  
 
4.2.3 Phagozytosetest 
Körperfremde Partikel Zellen werden von Phagozyten über bestimmte molekulare 
Muster erkannt und aufgenommen. In speziellen Zellkompartimenten werden die 
aufgenommenen Partikel durch enzymatische Vorgänge inaktiviert und abgebaut. 
Zellen die zur Phagozytose besonders befähigt sind, sind neben Granulozyten vor 
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allem Makrophagen. Um diese wichtige Makrophagenfunktion der aus embryonalen 
Stammzellen differenzierten Zellen zu überprüfen, wurden Phagozytosetests 
durchgeführt. Es konnte sowohl die Aufnahme von E.coli-Biopartikel als auch von 
Latexpartikel nachgewiesen werden. Damit sind die aus ES-Zellen differenzierten 
Makrophagen funktionell aktiv. Insbesondere die Aufnahme der Latexpartikel deutet 
darauf hin, dass es sich bei den aus ES Zellen differenzierten Zellen um 
Makrophagen handelt (Abel, G., Szollosi, J. and Fachet, J., 1991). Die Latexpartikel 
sind um ein vielfaches größer als die E.coli-Partikel und zudem Fremdkörper. Die 
Aufnahme beider Partikelarten macht den Unterschied zu Granulozyten aus, die 
ebenfalls in der Lage sind E.coli Partikel aufzunehmen, nicht jedoch die großen 
Latexpartikel. 
 
Die Ergebnisse zur Charakterisierung der in vitro zu Makrophagen differenzierten 
ES-Zellen zeigen, dass es sich bei den auf diesem Weg gewonnenen Zellen wirklich 
um Makrophagen handelt. Dies ließ sich durch Untersuchungen der 
Oberflächenantigene auf Proteinebene, der Expression makrophagenspezifischer 
Marker auf Genebene und der Funktionalität im Phagozytosetest zeigen. Es stellte 
sich die Frage, ob und wie sich Makrophagen aus ES-Zellen von Makrophagen aus 
Knochenmarksvorläuferzellen unterscheiden. 
 
4.3 Unterschiede zwischen Makrophagen aus ES Zellen und 
Makrophagen aus dem Knochenmark 
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen klar, dass sich Makrophagen aus 
embryonalen Stammzellen von Makrophagen aus Knochenmarksvorläuferzellen in 
der Größe, in der Proliferation und in der Expression bestimmter Gene 
unterscheiden. Da bei diesen Experimenten Zellen des gleichen genetischen 
Hintergrundes verwendet wurden, sind mögliche stammspezifische Varianzen sehr 
wahrscheinlich ausgeschlossen. 
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4.3.1 Proliferation 
Die Anwesenheit von speziellen Wachstumsfaktoren oder Zytokinen führt zur 
Proliferation, Differenzierung oder Aktivierung von Makrophagen. Durch den 
„macrophage colony stimulating factor“ (M-CSF) sind Makrophagen in der Lage zu 
proliferieren (Falk and Vogel, 1988; Metcalf, 1989; Celada and Maki, 1992). Zur 
Untersuchung der Unterschiede von Knochenmarksmakrophagen und ES-Zell 
Makrophagen bezüglich der Proliferation, wurden beide Zellarten mit M-CSF-
haltigem Medium inkubiert und über einen Zeitraum von 21 Tagen kultiviert. Das 
Potential ist für die ES-Zell Makrophagen nach den gezeigten Ergebnissen größer. 
Zwar proliferieren diese langsamer, dafür aber ausdauernder als die 
Knochenmarksmakrophagen. Letztere stellten ihre Proliferation nach ca. 7 Tagen ein 
und nach 14 Tagen reduzierte sich die Zellzahl kontinuierlich. Dass der Zellüberstand 
nahezu zellfrei war, lässt vermuten, dass alte sterbende Zellen phagozytiert werden. 
Der Verlauf der Proliferation der ES-Zell Makrophagen deutet daraufhin, dass die 
Zellen weiterhin in der Lage sind sich zu teilen. Möglicherweise ist dafür der 
embryonale Ursprung verantwortlich. Die Ergebnisse werden durch die Arbeit von 
Takahashi und Mitarbeiter gestützt, die 1989 zeigten, dass zum Tag 9 der 
Embryonalentwicklung die ersten primitiven Makrophagen in Erscheinung treten, die 
nicht aus Monozytenvorläuferzellen stammen, da die Hämatopoese in der fötalen 
Leber erst mit Tag 14 beginnt. Im Vergleich unterscheiden sich diese beiden 
Makrophagenarten, obwohl beide im Embryo lokalisiert sind, dadurch, dass die 
primitiven Makrophagen im Gegensatz zu denen aus monozytären Vorläufern über 
eine Proliferationskapazität verfügen (Takahashi, Yamamura und Naito, 1989).  
 
4.3.2 Zellgröße 
Die Daten der Arbeit belegen klar den 1,6 fachen Größenunterschied von ES-Zell 
Makrophagen zu Knochenmarksmakrophagen, bei der zwei unterschiedliche 
Meßmethoden angewandt wurden. Die FACS-Analyse erlaubt die Bestimmung der 
Größenverteilung der Makrophagen in Suspension, also abgerundeter Zellen, 
während die computergestützte Messung der adhärenten Zellen den 
Flächenvergleich ermöglicht. Die Bedeutung dieser Größenunterschiede ist unklar. In 
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der Literatur konnten dazu keine Hinweise gefunden werden. Da beide Zelltypen 
über den gleichen Zeitraum und mit dem gleichen Medium kultiviert wurden, kann 
nahezu ausgeschlossen werden, dass die ES-Zell Makrophagen aufgrund von 
unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen größer wurden.  
 
4.3.3 Expressionsanalyse  
Die Expressionsanalyse von ES-Zell Makrophagen und Knochenmarksmakrophagen 
sollte neben den erwarteten Gemeinsamkeiten vor allem zeigen, wie sich die beiden 
Makrophagenarten in der Expression von Genen unterscheiden. Die Auswertung der 
Daten nach den Kriterien, dass sich erstens die Expressionen um das dreifache 
unterscheiden und zweitens die Gene in Differenzierungsvorgänge involviert sein 
sollen, führte zur Identifizierung der Gene Bmpr1a, Ctgf, Eda2r, Bin1, Csf1 und 
Dusp6. Dabei werden die Gene Bmpr1a, Ctgf, Eda2r nur in ES-Zell Makrophagen 
exprimiert. Nicht in Differenzierungsvorgänge involviert, aber in der Expressions-
stärke dreifach unterschiedlich, ist das Gen C5R1 als makrophagenrelevanter Marker 
interessant und soll daher mit in die Diskussion aufgenommen werden. 
Bmpr1a kodiert für „bone morphogenetic protein receptor type 1A“ den Rezeptor für 
BMP’s, „bone morphogenetic proteins“, Moleküle die sezerniert werden und zur 
„transforming growth factor-β“ (TGFβ) Familie gehören (Hogan, 1996; Mishina, 
2003). Bmpr1a wird während der Entwicklung und nach Geburt in den meisten 
Geweben exprimiert (Dewulf, 1995). Mäuse, denen dieses Gen fehlt, sterben an Tag 
8 der Embryonalentwicklung (Mishina et al., 1995). Die Expression von Bmpr1a 
wurde nur in den ES-Zell Makrophagen exprimiert und spricht für ihren embryonalen 
Charakter. 
Ctgf, der „connective tissue growth factor“, ist ein Wachstumsfaktor für Gefäße, 
bewirkt Chemotaxis und ist ein Induktor für Extrazellulärmatrix. Das Protein 
unterstützt die Wundheilung durch das Verbinden von Gewebe nach Verletzung (Lau 
and Lam, 1999). Das Gen Ctgf wurde von den Knochenmarksmakrophagen nicht 
exprimiert. In Human- und Rattenmakrophagen findet ebenfalls keine Expression von 
Ctgf statt (Oemar et al., 1997; Inkinen et al., 2003). Auch eine Stimulation der 
Makrophagen mit TGFβ, Thrombin oder LPS bewirkt keine Expression (Cicha et al., 
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2005). Die ES-Zell Makrophagen hingegen exprimieren Ctgf, was auch in diesem 
Fall auf den embryonalen Charakter hinweist.  
Eda2r, ist der Rezeptor für EDA-A2, einem Molekül der Tumor Nekrose Faktor 
(TNF)-Familie, das durch alternatives Splicen des Ektodysplasingens (Eda) entsteht. 
Eda spielt eine Rolle in der normalen Entwicklung von Organen, die dem Ektoderm 
entstammen, z.B. Schweißdrüsen, Haare und Zähne (Kere et al., 1996). Die Rolle 
des Rezeptors für EDA-A2 ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Mäuse die für das 
Gen defizient sind unterscheiden sich nicht von Wildtypmäusen (Newton et al., 
2004). Die Funktion von Eda2r in den ES-Zell Makrophagen ist daher noch völlig 
unklar. 
Bin1 auch als Amphiphysin II bekannt, gehört zur Familie der BAR-Proteine, die als 
Adapterproteine fungieren und ausschließlich über eine Protein-Protein-
Interaktionsdomäne verfügen (Sakamuro et al., 1996). Die Proteine dieser Familie 
sind involviert in Endozytose, der Organisation von Aktin, Apoptose, Stressantwort 
und Transkriptionskontrolle. Die Disruption des Bin1-Gens führt zu perinataler 
Letalität von Mäusen verursacht durch Störungen in der Differenzierung von 
Myozyten und Kardiomyozyten (Muller et al., 2003). Eine Isoform von Amphiphysin II 
ist an Phagozytosevorgängen von Makrophagen beteiligt, insbesondere bei der 
Aufnahme von Partikeln (Gold et al., 2000). Damit ist die Expression von Bin1 in 
Knochenmarksmakrophagen nicht ungewöhnlich. Die dreifach höhere Expression 
gegenüber den ES-Zell Makrophagen ist ein interessanter Befund, der weiterer 
Klärung bedarf.  
Dusp6 (dual specifity protein phosphatase 6) wird auch als MAP Kinase 
Phosphatase 3 (mitogen-activated protein kinase phosphatase 3) oder kurz als 
MKP3 bezeichnet. Ihre Funktion ist Serin/Threonin- und Tyrosinreste von MAP 
Kinasen zu dephosphorylieren. Die MAP Kinase Signalkaskaden sind in Vorgängen 
wie der Kontrolle von Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose involviert. Die 
Expression findet schon in frühen Embryonalstadien statt und wird bei adulten Tieren 
vorwiegend im Hirn lokalisiert (Klock and Herrmann, 2002). Der dreifach höheren 
Expression von Dusp6 in ES-Zell Makrophagen könnte auch hier der embryonale 
Hintergrund zugrunde liegen. Ein expliziter Zusammenhang zur Differenzierung von 
Makrophagen ist bislang nicht beschrieben. 
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Csf1, auch M-CSF, ist der „macrophage colony stimulating factor“ und bewirkt die 
Differenzierung von Vorläuferzellen zu reifen Makrophagen. Des Weiteren reguliert 
M-CSF das Überleben und die Proliferation der Makrophagen und deren Vorläufer. 
(Stanley et al., 1997). M-CSF wird unter anderem in der Leber gebildet (Ezure et al., 
1997) und in die Blutzirkulation abgegeben. Die Konzentration an M-CSF ist während 
der Schwangerschaft von Mäusen im Uterus stark erhöht, unabhängig von der im 
Blut zirkulierenden M-CSF Menge (Pollard and Stanley, 1996) und wird von den 
sekretorischen Epithelzellen im Uterus synthetisiert. Doch auch in den Zielzellen 
selbst, den Makrophagen wird M-CSF exprimiert. In den ES-Zell Makrophagen wurde 
M-CSF nach Expressionsanalyse etwa fünf Mal stärker exprimiert, als in den 
Makrophagen aus Knochenmarksvorläuferzellen. In einem ähnlichen Experiment 
exprimierten die ES-Zell Makrophagen dreieinhalb Mal mehr M-CSF als 
Peritonealmakrophagen (Lindmark et al., 2004). Möglicherweise bewirkt die erhöhte 
Eigenproduktion von M-CSF in ES-Zell Makrophagen auch die verlängerte 
Proliferationsfähigkeit dieser Zellen. 
SpiB wurde im Rahmen der Expressionsanalyse als exprimiert in 
Knochenmarksmakrophagen aber nicht exprimiert in ES-Zell Makrophagen 
eingestuft. Betrachtet man die Zahlenwerte, die die Expressionstärke vermitteln, 
kann es sein, dass die Grenze bei der ein Gen als exprimiert oder nicht exprimiert gilt 
knapp überschritten wurde. Der Wert für die Knochenmarksmakrophagen lag bei 
261, der für die ES-Zell Makrophagen bei 92. Im Vergleich dazu liegt der Wert eines 
mittelstark exprimierten Gens wie z.B. Csf1R um die 8.000. Also ist die Expression 
von SpiB in den Knochenmarksmakrophagen sehr schwach und als grenzwertig 
anzusehen. Eine quantitative PCR-Analyse müsste das Ergebnis verifizieren. SpiB 
spielt eine wichtige Rolle in der Hämatopoese und gehört wie der Trans-
kriptionsfaktor PU.1 zur Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren. Sie binden an 
ähnliche DNA-Sequenzen (Ets-Domänen) und sind eng miteinander verwandt (Chen 
et al., 1995). SpiB wird jedoch nicht wie PU.1 in myeloiden Zellen exprimiert. In PU.1 
defizienten Mäusen entwickeln sich keine reifen Makrophagen, Granulozyten und 
lymphoide Zellen. In SpiB defizienten Mäusen hingegen finden sich alle 
hämatopoetischen Linien, wobei es bei der B-Zell-Differenzierung zu 
Beeinträchtigungen kommt (Su et al., 1997). Integriert man SpiB in den Genlocus 
von PU.1 und differenziert die embryonalen Stammzellen in vitro findet zwar 
Kapitel 4  
84 
Myelopoese, nicht aber Lymphopoese statt (Dahl et al., 2002). Die Funktion von SpiB 
in Makrophagen ist damit noch unklar. 
C5R1 (CD88), der Rezeptor für den Komplementfaktor C5a ist auf der Oberfläche 
von Makrophagen lokalisiert und bewirkt die Aktivierung von Makrophagen. Bindet 
das Anaphylatoxin C5a an den Rezeptor, führt das zur erhöhten Permeabilität von 
Gefäßen, der Kontraktion von so genannten „smooth muscle cells“ und zur 
Förderung der Funktionen von Leukozyten wie beispielsweise Chemotaxis, 
Freisetzung von Stickstoffmonoxid und proinflammatorischer Zytokine (Shin et al., 
1968, Sacks et al., 1978, Cochrane and Muller-Eberhard, 1968; Ember et al. 1998). 
Die Expression des C5a Rezeptors war in den ES-Zellen dreifach höher exprimiert 
als in den Knochenmarksmakrophagen. Untersuchungen zur Genregulation zeigten, 
dass die Bindung des „nuclear factor-Y“ (NF-Y) für die Basalexpression notwendig 
ist, während eine erhöhte Expression durch Stimulation der Zellen mit LPS erreicht 
werden kann (Hunt et al., 2005). Offenbar ist die Basalexpression des C5a 
Rezeptorgens in ES-Zell Makrophagen höher als in Knochenmarksmakrophagen. 
Die Gründe dafür bedürfen noch der Klärung. 
 
Fazit: 
Offensichtlich verfügen die ES-Zell Makrophagen gegenüber den Knochenmarks-
makrophagen noch über Teile der Embryonalausstattung, was sich in der 
Proliferationsfähigkeit und in der Größe der Zellen auszuwirken scheint. Da 
Makrophagen in Embryonen in erster Linie die Beteiligung am Gewebeumbau zur 
Aufgabe haben (Lichanska and Hume, 2000), ist es nicht verwunderlich, dass auch 
die ES-Zell Makrophagen in der Lage sind zu phagozytieren. Die Aufgaben der 
Makrophagen aus dem Knochenmark liegen in der Unterstützung des 
Immunsystems, daher wird postuliert, dass aufgrund unterschiedlicher Aufgaben 
auch ein Teil der Gene unterschiedlich exprimiert wird. 
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5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Differenzierung von murinen Makrophagen aus 
embryonalen Stammzellen (ES) untersucht. Ziel war es, genetisch modifizierte ES-
Zell Klone zu generieren, die ein in situ-monitoring der Makrophagen-Reifung oder 
−Aktivierung ermöglichen. Dazu wurden ES-Zellen mit Reporterkonstrukten 
transfiziert, die unter Kontrolle der makrophagenspezifischen Promotoren der Gene 
c-fms (M-CSF-Rezeptor), Macrosialin, CD14 und iNOS stehen. Als Reportergen dient 
EGFP, kodierend für ein grün fluoreszierendes Protein, das bei Aktivierung des 
Promotors die Zellen leuchten lässt. Die Konstrukte zeigten ihre Funktionsfähigkeit 
nach transienter Transfektion in die Makrophagenzelllinie RAW 264.7. Nach stabiler 
Transfektion in die murine embryonale Stammzelllinie R1 und Selektion über die 
konstruktvermittelte Geneticinresistenz, ließ sich durch PCR-Analyse nachweisen, 
dass etwa 40% der isolierten Klone das jeweilige Konstrukt integriert hatten. Von 
diesen zeigte ein mit dem c-fms-Promotor transfizierter Klon, unter den etablierten 
Bedingungen zur Makrophagendifferenzierung, die gewünschte Fluoreszenz. Damit 
konnte der zeitliche Ablauf der Reifung von ES-Zellen zu Makrophagen studiert 
werden. Ab Tag 15 der Kultivierung synthetisierten etwa 8% der Zellen EGFP.  
Die in vitro differenzierten ES-Zellen wurden auf ihre Makrophagenspezifität hin 
untersucht. Als Referenzzellen dienten Vorläuferzellen, die aus dem Knochenmark 
isoliert und ebenfalls in vitro zu Makrophagen differenziert wurden. In ihrer 
wichtigsten Funktion, der Phagozytose, unterscheiden sich die beiden Zellarten nicht. 
PCR- und DNA-Chip-Untersuchungen sowie immuncytochemische und Immun-
fluoreszenz-Analysen ergaben, dass sich die Zelltypen auch in der endogenen 
Expression der ausgewählten makrophagenspezifischen Marker und der Ausstattung 
von typischen Oberflächenantigenen wie Macrosialin und F4/80 nicht unterscheiden. 
Dagegen fanden sich signifikante Unterschiede bei der Proliferationsfähigkeit und in 
Bezug auf die Zellgröße. Die DNA-Chip-Daten offenbarten eine ca. 90%ige 
Übereinstimmung der von beiden Makrophagenarten exprimierten Gene. Von den 
unterschiedlich exprimierten Genen wurden letztlich acht identifiziert, die in 
Zusammenhang mit Differenzierungsvorgängen stehen und differentiell in 
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Knochenmarksvorläuferzellen bzw. ES-Zell Makrophagen exprimiert wurden. 
Darunter fallen beispielsweise Ctgf, der „connective tissue growth factor“ und Csf1, 
der „macrophage colony stimulating factor“. Diese Daten legen dar, dass 
Makrophagen aus embryonalen Stammzellen im Vergleich mit Knochenmarks-
makrophagen alle für diese Zellen typischen Eigenschaften aufweisen, sich dennoch 
durch spezifische Unterschiede als eigener Typ charakterisieren lassen. 
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6 Ausblick 
Der in dieser Arbeit entstandene transgene ES-Zell Klon mit dem c-fms-Promotor-
Konstrukt kann dazu verwendet werden, transgene Mäuse zu generieren und die 
Differenzierung von Makrophagen schon in frühen Entwicklungsstadien in vivo 
sichtbar zu machen. Durch erfolgreiche Integration des iNOS-Konstruktes könnten 
die ES-Zellen nach Differenzierung zu Makrophagen als Indikator für entzündliche 
Vorgänge dienen (z.B. Biomaterialkontakt oder bakterielle Stimuli), da der Promotor 
erst nach Induktion durch solche Reize aktiviert wird und die entstehende 
Fluoreszenz durch Expression des Reportergens einfach detektiert werden kann. 
Im Bezug auf die Untersuchungen zur Charakterisierung von Makrophagen aus 
embryonalen Stammzellen und den Knochenmarksmakrophagen konnten in dieser 
Arbeit bereits Unterschiede beschrieben werden. Die entstandenen Daten aus der 
Expressionsanalyse anhand des DNA-Chips bieten die Möglichkeit der 
Identifizierung von Genen, die bislang nicht mit Makrophagen und deren Funktion in 
Verbindung gebracht wurden. Weiterhin könnten Untersuchungen zur Funktionalität 
der ES-Zell Makrophagen durchgeführt werden, z.B. ob sie nach Aktivierung 
Zytokine ausschütten oder ob sie auf chemotaktische Reize reagieren.  
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lasmidkarten der verwendeten Vektoren1
539
1077
1615
2153
2691
3229
3767
4305
4843
pEGFP-1 x iNOS promoter
5384 bp
iNOS promoter
AgeI 1318
EGFP
AflIII 5327
ApaLI 5013
BamHI 1312
BglII 28
BsaI 4401
EcoRI 1281
HincII 1270
HincII 1293
HincII 2172
KpnI 1301
NcoI 1329
NcoI 3138
NcoI 3841
NotI 2053
PstI 1066
PstI 1290
PvuII 809
PvuII 2907
PvuII 3515
SacI 781
SacII 1304
SalI 1291
SmaI 1310
StuI 3230
XbaI 689
XbaI 2063
XmaI 386
XmaI 1308
Kan/Neo R
tegrierte Sequenz des iNOS Promotors: 
tcgacaagcttagtctgtgtacctcagacaagggcaaaacacgaggctgagctgactttggggaccatgcgaagat
agtggaccctggcaggatgtgctagggggattttccctctctctgtttgttccttttcccctaacactgtcaatatttcactttc
taatggaaaattccatgccatgtgtgaatgctttattggaagcattgtaagaaattataatttattcgtttttgtttgtttctcag
acagggtttttctgtgtagtgttcctggcttatcctagaacttactctgtagaccaggctagcccaaactcagggatcag
ctttctctgtctcctgaatcccgggattaaaggcttatgccaccacacccaggtaggacattataatcctatatataaga
gtcacccacacatacaaacacacacacaccacacacacacacacacacacacacacacacacagagagag
gagagagagagagagggagagagagagagagagagagaatgccactgagaaaaaaaataaaaaggcttc
ctcagcacagcccatccactattctgcccaagctgacttactactagtggggaaatgctggtcagacggcatctgtgc
cacagcttgccttccatcctttctagaaaacctcctgatgaatgtgtcctgggcgtgttggaatattggcaccatctaacc
actgagagaacagacagaaagccagagagctccgtgcccagaacaaaatccctcagcagctgcaagccagg
tatgtggtttagctaagaaaagccagcctccctccctagtgagtcccagttttgaagtgactacgtgctgcctaggggc
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cactgccttggacgggcgaccaggaagagatggccttgcatgaggatacaccacagagtgatgtaatcaagcaca
cagactaggagtgtccatcatgaatgagctaacttgcacacccaactggggactctccctttgggaacagttatgcaa
aatagctctgcagagcctggaggggtataaatacctgatggctgctgccagggtcacaactttacagggagttgaag
actgagactctggccccacgggacacagtgtcactggtttgaaacttctcagccaccttggtgaagggactgagctgtt
agagacacttctgaggctcctcacgcttgggtcttgttcactccacggagtagcctagtcaactgcaagagattctaga 
 
 
 
AgeI 539
ApaI 530EcoRI 48 HindIII 41
PstI 57 SmaI 531
XmaI 529
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921
1381
1841
2301
2761
3221
3681
4141
pEGFP-1 x CD 14 promoter
4605 bp
CD 14 promoterAflIII 4548
AflII 1512
BglII 28
ApaLI 4234
EcoRI 232
EcoRI 334
EcoRI 503
HindIII 463
KpnI 522
NotI 1274
SacII 525
StuI 2451
XbaI 507
XbaI 1284
EGFP
Kan/Neo R
ntegrierte Sequenz des CD 14 Promotors: 
tcgacaagcttgctagcaactaagactaggggaaatggaggtgaatcaatgggactgagcaacagaataatgatc
aaggcactaggtgtgattcactcttttcctgtacgcaccagacaagtccggggctcataggtcatcctcctggcacaga
tgccctaatgccactctgaattcttcctgtttttcgtccctccctaaaaaacacttccttgcaatatttactagaagtgagta
ggctgttaggaggaagagaagtggagacgcaattagaattcacagaggaagggacagggtgacaccccaggat
acataaatttacaggggctgccgaattggtcgaacaagcccgtggaacctggaagccagagaacaccatcgctgt
aaggaaagaaactgaagcttttctcggagcctatctgggctgctcaaactttcagaattctaga 
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2511
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pEGFP-1 x Macrosialin promoter
5029 bp
Macrosialin promoter
AgeI 963
EGFP
AflIII 4972
ApaI 954
BamHI 957
BglII 28
BsaI 4046
EcoRI 926
HincII 441 HincII 938
HincII 1817
KpnI 946
NcoI 974
NcoI 2783
NcoI 3486
NheI 319
NotI 1698
PstI 935
PvuII 674
PvuII 2552
PvuII 3160
SacII 949
SmaI 955
StuI 417
StuI 2875
XbaI 1708
XhoI 32
XmaI 953
Kan/Neo R
ntegrierte Sequenz des Macrosialin Promotors: 
tcgacaagcttgcctgtttgggcttcttgtttctttcccttccctcctacctgctagtgtggatcacctgcccccatactagttg
ttactgaatttgccatgttgcttcctgcaataccaaatgacccacattactaacatttggtaatttgcctcagtgttaggca
aagacatgagtgaaacttgctgcattaagacttaaactggctgggtatggtggcgcaagcctttaatcccagcattctg
cggaggcagaagcaggtggatttctgagttcgaggctagcctggtctacaaaagtgagttccaggacagccaagg
tacacaaaatacctgtcttgaaaaaccaaaaaaaaaaaattcaactggttggttaggcctagcccagatgatgtag
tgtcaactcaccttggggatgtagggagatggttgttctgtagctcttcctgtcctgcaactaaataaataggctaagctg
cctcttacatctgccttcggcctcctgtgctaggattggagtgcatgggtggggttgcatttcttaccaatgaggaaagg
cttcccatttctctgctgcattgtaagctcccaagtagagcaagttttgcttaggtaagttccgtgtgagtcagctgcctcat
ctcacgaggtaaccaaggctttgtaccgcccactgagaacgtcactgccaatcacagcctaattgtgaaaaccaatg
cttgagtgggttgctaaagctgaggtgtctgagtcaggtttggggtgggattattttagttaagggaagtgaggcttttcat
tcctcttccaagagaaggcaaaggggattggattgaggaaggaactggtgtagcctagctggtctgagcatctctgcc
tgaattctaga 
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 Anhang 
 
HindIII 41 KpnI 363
SacI 39 SacII 366
XhoI 32 XmaI 370
HincII 355
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2221
2665
3109
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pEGFP-1 x c-fms promoter
4446 bp
c-fms promoter
EcoRI 343
BglII 28
AccI 354
ApaI 371
AgeI 380
ApaLI 4075
AflII 1353
NotI 1115
PstI 352
SalI 353
StuI 2292
XbaI 144
XbaI 1125
EGFP
Kan/Neo R
HincII 1234
ntegrierte Sequenz des c-fms Promotors: 
tcgacaagcttgagcctggccccagattctgcctcttcctctggtgtgtggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
tatgtgtgtgtgctttgttttcttctagagacccaatatttccaaattctgtagttccctttcaggcaacctaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaggggaagaggagccagtgcaacagacaggaacgtgttcatctgttcccgtcctcacagaact
gcagctgggagccccgtgcccagccgactctccaacctgcatcggctcacgctatcccctggagaattctaga 
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